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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ 


ΤΗΣ ΕΛΛΗΝΙΚΗΣ ΔΗΜΟΚΡΑΤΙΑΣ 


ΤΕΥΧΟΣ ΠΡΩΤΟ Αρ. Φύλλου 137 

22 Ιουνίου 2007 


ΠΡΟΕΔΡΙΚΟ ΔΙΑΤΑΓΜΑ ΥΠ’ ΑΡΙΘΜ. 108 
Τροποποίηση των Παραρτημάτων II, III, IV, V, VI και VII 
του π.δ. 255/2000 (Α' 214) «Μέτρα για τον έλεγχο του 
παθογόνου βακτηρίου των γεωμήλων και της ντομά¬ 
τας ΗαΙεΙοπία εοΙαηαοθδΓυιη (δηπιΙΙι) Υαάυυοίιί θΙ αΙ. σε 
συμμόρφωση προς την Οδηγία 98/57/ΕΚ του Συμβου¬ 
λίου.», σε συμμόρφωση προς την Οδηγία 2006/63/ΕΚ 
της Επιτροπής και συμπλήρωση διατάξεων του δι¬ 
ατάγματος αυτού. 

Ο ΠΡΟΕΔΡΟΣ 

ΤΗΣ ΕΛΛΗΝΙΚΗΣ ΔΗΜΟΚΡΑΤΙΑΣ 

Έχοντας υπόψη: 

1. Τις διατάξεις 

α) Του άρθρου 1 παρ. 1, 2 και 3 του ν.1338/1983 «Εφαρ¬ 
μογή του Κοινοτικού Δικαίου» (Α' 34) όπως η παρ. 1 
έχει τροποποιηθεί με τη διάταξη του άρθρου 6 παρ. 1 
του ν.1440/1984 «Συμμετοχή της Ελλάδος στο κεφάλαιο, 
στα αποθεματικά και στις προβλέψεις της Ευρωπαϊκής 
Τράπεζας Επενδύσεων, στο κεφάλαιο της Ευρωπαϊκής 
Κοινότητος, Ανθρακος και Χάλυβος και του Οργανισμού 
Εφοδιασμού ΕΕΙΒΑΤΟΜ» (Α' 70) και του άρθρου 3 του 
ίδιου ν. 1338/1983, όπως αυτό έχει αντικατασταθεί με 
το άρθρο 65 του ν. 1892/90 (Α' 101). 

β) Του άρθρου 4 του ν.2147/1952 (Α' 155) «Περί προλή- 
ψεως και καταστολής των ασθενειών και εχθρών των 
φυτών και περί οργανώσεως της Φυτοπαθολογικής 
Υπηρεσίας». 

γ) Του άρθρου 90 του Κώδικα Νομοθεσίας για την 
Κυβέρνηση και τα Κυβερνητικά όργανα που τέθηκε σε 
ισχύ με το άρθρο του υπ' αριθμ. 63/2005 προεδρικού 
διατάγματος (Α' 98). 

2. Την υπ’ αριθμ. Υ 132/11.10.2004 (Β' 1533) κοινή από¬ 
φαση του Πρωθυπουργού και του Υπουργού Αγροτικής 
Ανάπτυξης και Τροφίμων «Ανάθεση αρμοδιοτήτων στον 
Υφυπουργό Αγροτικής Ανάπτυξης Αλέξανδρο Κοντό.» 

3. Το γεγονός ότι από τις διατάξεις του παρόντος 
διατάγματος δεν προκαλείται δαπάνη σε βάρος του 
Κρατικού Προϋπολογισμού. 


4. Την υπ’ αριθμ. 78/2007 γνωμοδότηση του Συμβουλί¬ 
ου της Επικράτειας μετά από πρόταση του Υπουργού 
Οικονομίας και Οικονομικών και του Υφυπουργού Αγρο¬ 
τικής Ανάπτυξης και Τροφίμων, αποφασίζουμε: 

Άρθρο 1 

Σκοπός 

Με το παρόν προεδρικό διάταγμα αντικαθίστανται τα 
Παραρτήματα II, III, IV, V, VI και VII του π.δ. 255/2000 (Α' 
214), σε συμμόρφωση προς την Οδηγία 2006/63/ΕΚ (Ε 
206/36, 27.7.2006) της Επιτροπής «για την τροποποίηση 
των παραρτημάτων II έως VII της Οδηγίας 98/57/ΕΚ του 
Συμβουλίου για τον έλεγχο του ΗαΙεΙοπία εοΐαπαοθαιτιηη 
(δηηίΙΙι) ΥαόυυοΝ βί αΙ.» και συμπληρώνονται διατάξεις 
του διατάγματος αυτού. 

Άρθρο 2 

(άρθρο 1 Οδηγίας 2006/63/ΕΚ) 

Τα Παραρτήματα II, III, IV, V, VI και VII του άρθρου 11 
του π.δ. 255/2000 (Α' 214) αντικαθίστανται αντίστοιχα 
ως εξής : 


«ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ II 

ΣΧΗΜΑ ΔΟΚΙΜΩΝ ΓΙΑ ΤΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ, ΤΗΝ ΑΝΙ¬ 
ΧΝΕΥΣΗ ΚΑΙ ΤΗΝ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΒΑΕδΤΟΝΙΑ 
δΟΕΑΝΑΟΕΑΒυΜ (δΜΙΤΗ) ΥΑΒΙΐυΟΗΙ ΕΤ ΑΙ- 

ΠΕΔΙΟ ΕΦΑΡΜΟΓΗΣ ΤΟΥ ΣΧΗΜΑΤΟΣ ΔΟΚΙΜΗΣ 

Στο παρόν σχήμα περιγράφονται οι διάφορες διαδι¬ 
κασίες για: 

ί) τη διάγνωση της καστανής σήψης σε κονδύλους πα¬ 
τάτας και της βακτηριακής μάρανσης σε φυτά πατάτας 
και τομάτας καθώς και σε άλλα φυτά ξενιστές- 
ϋ) την ανίχνευση του ΒαΙεΙοπία εοΙαπαοοαΓυπη σε δείγ¬ 
ματα κονδύλων πατάτας, φυτών πατάτας, τομάτας και 
άλλων φυτών ξενιστών, στο νερό και το έδαφος- 
Πί) την ταυτοποίηση του ΒαΙείοπία εοΙαπαοθΒΓυηη (Β. 
εοΙαηαοθαΓυηη). 
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ΓΕΝΙΚΕΣ ΑΡΧΕΣ 

Στα Προσαρτήματα παρέχονται βελτιστοποιημένα 
πρωτόκολλα σχετικά με τις διάφορες μεθόδους, επι¬ 
κυρωμένα (ναΐίάαίβά) αντιδραστήρια και λεπτομέρειες 
για την προετοιμασία των υλικών δοκιμής και μαρτύ¬ 
ρων. Στο Προσάρτημα 1 παρατίθεται κατάλογος των 
εργαστηρίων που συμμετείχαν στη βελτιστοποίηση και 
επικύρωση των πρωτοκόλλων. 

Λόγω του ότι τα πρωτόκολλα αφορούν την ανίχνευ¬ 
ση ενός οργανισμού καραντίνας και περιλαμβάνουν τη 
χρήση βιώσιμων καλλιεργειών του Β. εοΙαπεοβεΓυπη ως 
υλικών μαρτύρων, είναι απαραίτητο να εφαρμοσθούν οι 
διαδικασίες υπό τις κατάλληλες συνθήκες καραντίνας, 
με επαρκείς εγκαταστάσεις διάθεσης αποβλήτων και 
υπό την προϋπόθεση προηγούμενης χορήγησης των 
κατάλληλων αδειών από τις αρμόδιες αρχές που είναι 
υπεύθυνες για θέματα καραντίνας φυτών. 

Οι παράμετροι που καθορίζουν τη διεξαγωγή των δο¬ 
κιμών πρέπει να εξασφαλίζουν σταθερή και αναπαραγώ- 
γιμη ανίχνευση των επιπέδων του Β. εοΙαπαοθειτιπι στα 
καθορισθέντα όρια των επιλεγμένων μεθόδων. 

Η ακριβής παρασκευή των θετικών μαρτύρων είναι 
επιτακτική. 

Η διενέργεια δοκιμών σύμφωνα με τα απαιτούμενα 
όρια προϋποθέτει επίσης την εξασφάλιση ορθών παρα¬ 
μέτρων, συντήρηση και βαθμονόμηση του εξοπλισμού, 
την προσεκτική μεταχείριση και συντήρηση των αντι¬ 
δραστηρίων καθώς και τη λήψη όλων των απαραίτητων 
μέτρων για την αποφυγή μόλυνσης μεταξύ των δειγ¬ 
μάτων, π.χ. το διαχωρισμό των θετικών μαρτύρων από 
τα ελεγχόμενα δείγματα. Είναι απαραίτητο να εφαρμό¬ 
ζονται πρότυπα ελέγχου της ποιότητας έτσι ώστε να 
αποφεύγονται διοικητικά και άλλα σφάλματα, ιδιαίτερα 
όσον αφορά την σήμανση και την τεκμηρίωση. 

Η πιθανολογούμενη εμφάνιση του παθογόνου, όπως 
αυτή αναφέρεται στο άρθρο 4 παράγραφος 2 του π.δ. 
255/2000 (Α' 214), σημαίνει την ύπαρξη θετικού αποτε¬ 
λέσματος των διαγνωστικών δοκιμών ή των δοκιμών 
διαλογής που διενεργήθηκαν επί δείγματος, όπως ορί¬ 


ζεται στα διαγράμματα ροής που παρατίθενται στη 
συνέχεια. Μία θετική πρώτη δοκιμή διαλογής (δοκιμή ΙΕ, 
Ρ0Β/ΕΙ3Η, εκλεκτική απομόνωση) πρέπει να επιβεβαιω¬ 
θεί από δεύτερη δοκιμή διαλογής με βάση διαφορετική 
βιολογική αρχή. 

Εάν η πρώτη δοκιμή διαλογής είναι θετική, η μόλυνση 
από το Β. δοΐ3Π3θθ3ΐ·υπι θεωρείται πιθανή και πρέπει να 
πραγματοποιηθεί δεύτερη δοκιμή διαλογής. Εάν και η 
δεύτερη δοκιμή διαλογής είναι θετική, η υποψία μόλυν¬ 
σης επιβεβαιώνεται (πιθανολογούμενη εμφάνιση του πα- 
θογόνου) και πρέπει να συνεχισθεί η πραγματοποίηση 
δοκιμών σύμφωνα με το σχήμα. Εάν η δεύτερη δοκιμή 
διαλογής είναι αρνητική, τότε θεωρείται ότι το δείγμα 
δεν έχει μολυνθεί από το Β. εοΙαπεοθαΓυπι. 

Η επιβεβαίωση της παρουσίας του οργανισμού, 
όπως αναφέρεται στο άρθρο 5 παράγραφος 1 του π.δ. 
255/2000 (Α' 214), σημαίνει την απομόνωση και ταυτο¬ 
ποίηση καθαρής καλλιέργειας του Β. δοΐ3Π3θθ3ΐ·υπι και 
επιβεβαίωση της παθογένειας. 

ΕΝΟΤΗΤΑ I 

ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΟΥ ΣΧΗΜΑΤΟΣ ΔΟΚΙΜΩΝ 

1. Σχήμα ανίχνευσης για τη διάγνωση της καστα¬ 
νής σήψης και της βακτηριακής μάρανσης (ΒαΙδΙοηία 
δοΙαηαοθαΓυηη) σε κονδύλους πατάτας και φυτά πατά¬ 
τας, τομάτας ή άλλα φυτά ξενιστές που παρουσιάζουν 
συμπτώματα καστανής σήψης ή βακτηριακής μάραν¬ 
σης. 

Η διαδικασία εξέτασης προορίζεται για κονδύλους και 
φυτά πατάτας που παρουσιάζουν τυπικά ή ύποπτα συ¬ 
μπτώματα της καστανής σήψης ή μαρασμού των φυτών. 
Η διαδικασία περιλαμβάνει μία δοκιμή ταχείας διαλο¬ 
γής, απομόνωση του παθογόνου αιτίου από μολυσμένο 
αγγειώδη ιστό σε (εκλεκτικά) υλικά και, σε περίπτωση 
θετικού αποτελέσματος, ταυτοποίηση της καλλιέργειας 
ως ΒδΙδΙοπία δοΐ3Π3θθ3Γυπι. 
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(*) Για την περιγραφή των συμπτωμάτων βλέπε ενότητα II. 1. 

( ) Οι ταχείες όιαγνοίοτικές δοκιμές διευκολύνουν την προκαταρκτική διάγνωση αλλά δεν είναι απόλυτα αναγκαίες. Η ύπαρξη αρνητικού 

αποτελέσματος δεν εγγυάται πάντοτε την απουσία του παθογόνου. 

( 3 ) Η δοκιμή εκκρίσεων για βακτηριακό εξίδρωμα από τον αγγειώδη ιστό του στελέχους περιγράφεται στην ενότητα VI.Α. 1. 

( 4 ) Η δοκιμή για πολυ-β-υδροξυβουτυρικά κοκκία σε βακτηριακά κύτταρα περιγράφεται στην ενότητα νΐ.Α.2. 

( 5 ) Οι δοκιμές οροσυγκόλλησης σε βακτηριακό εξίδρωμα ή εκχυλίσματα από ιστούς που παρουσιάζουν συμπτώματα περιγράφονται στην 
ενότητα VI. Α. 3. 

( 6 ) Η δοκιμή ΙΡ σε αιώρημα βακτηριακής εξίδρωσης σε νερό ή σε εκχυλίσματα ιστών που παρουσιάζουν συμπτώματα περιγράφεται στην 
ενότητα VI. Α. 5. 

( 7 ) Η δοκιμή ΡΊ8Η σε αιώρημα βακτηριακής εξίδρωσης σε νερό ή σε εκχυλίσματα ιστών που παρουσιάζουν συμπτώματα περιγράφεται στην 
ενότητα VI. Α. 7. 

( δ ) Η δοκιμή ΕΓΙ8Α σε αιώρημα βακτηριακής εξίδρωσης σε νερό ή σε εκχυλίσματα ιστών που παρουσιάζουν συμπτώματα περιγράφεται 

στην ενότητα VI.Α. 8. 

( 9 ) Η δοκιμή ΡΟΚ σε αιώρημα βακτηριακής εξίδρωσης σε νερό ή σε εκχυλίσματα ιστών που παρουσιάζουν συμπτώματα περιγράφεται στην 
ενότητα VI. Α. 6. 

( 10 ) Το παθογόνο συνήθως απομονώνεται εύκολα από φυτικό υλικό που παρουσιάζει συμπτώματα με τη διαδικασία αραιώσεων επί στερεού 
υποστρώματος (ενότητα Π. 3). 

( Π ) Η τυπική μορφολογία των αποικιών περιγράφεται στην ενότητα Π.3.δ. 

( 12 ) Σε προχωρημένα στάδια μόλυνσης, η καλλιέργεια είναι δυνατόν να αποτυχει λόγω ανταγωνισμού ή παρεμπόδισης από σαπροφυτικά 
βακτήρια. Εάν υπάρχουν τα τυπικά συμπτώματα της ασθένειας αλλά η δοκιμή απομόνωσης είναι αρνητική, τότε η διαδικασία 
απομόνωσης πρέπει να επαναληφθεί, κατά προτίμηση με εκλεκτική απομόνωση επί στερεού υποστρώματος 

( 13 ) Η αξιόπιστη ταυτοποίηση καθαρών καλλιεργειών πιθανών απομονώσεων Κ. ^οΐαηαοβαηαη επιτυγχάνεται με τη χρήση των δοκιμών που 
περιγράφονται στην ενότητα \Ί.Β. Ο χαρακτηρισμός για ταξινομικά επίπεδα κάτω του είδους είναι προαιρετικός αλλά συνιστάται για 
κάθε νέα περίπτωση. 

Η δοκιμή παθογένειας περιγράφεται στην ενότητα VI.Γ. 


ο 
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2. Σχήμα για την ανίχνευση και ταυτοποίηση του 
ΒαΙείοπία εοΐαπαοθαιτιηη σε δείγματα ασυμπτωματικών 
κονδύλων πατάτας 
Αρχή: 

Η διαδικασία εξέτασης αποσκοπεί στην ανίχνευση 
μολύνσεων σε λανθάνουσα μορφή σε κονδύλους πατά¬ 
τας. Το θετικό αποτέλεσμα τουλάχιστον δύο δοκιμών 
διαλογής(3) που βασίζεται σε διαφορετικές βιολογικές 
αρχές, πρέπει να συμπληρώνεται με την απομόνωση του 


παθογόνου- ακολουθεί δε, στην περίπτωση απομόνωσης 
τυπικών αποικιών, επιβεβαίωση μιας καθαρής καλλι¬ 
έργειας ως καλλιέργειας Β. εοΙαπαοοαΓυπι. Το θετικό 
αποτέλεσμα μίας μόνον δοκιμής διαλογής δεν επαρκεί 
για να θεωρηθεί το δείγμα ύποπτο. 

Οι δοκιμές διαλογής και οι δοκιμές απομόνωσης πρέ¬ 
πει να επιτρέπουν την ανίχνευση 103 έως 104 κυττάρων/ 
γπΙ αιωρήματος του ιζήματος, συμπεριλαμβανομένων ως 
θετικών μαρτύρων σε κάθε σειρά δοκιμών. 



Πρώτη δοκιμή διαλογής (3) 


Αρνητική 


| θετική | 

_ 1 _ 

Δεύτερη δοκιμή διαλογής ( ) 


Αρνητική 


θετική 


Εκλεκτική απομόνωση ( 5 ) ή/και βιοδοκιμή ( 9 ) 

I 

Απακίεςμε τυττκή μορφολογία ( ,0 ) 


ΟΧΙ(") 


ΝΑΙ 



Δείγμα μη προσβεβλημένο από 
Ρ. χοΙθΠΆαθΖΓυηι 


ΝΑΙ 


Δείγμα προσβεβλημένο από Ρ. βοΙοηαοοαΓυηι 




Δεν ανιχνεύθηκε το Ρ $0ΐ9η<κ:ϋ9τυΓη 

δείγμα μη προσβεβλημένο από 
Ρ. 5θΙαηαο€θΓυηΊ 



Δεν ανιχνεύθηκε το Ρ. εοΙβηβΌβοτυηι 

δείγμα μη προσβεβλημένο από 
Ρ. εοΙαηΒΟθΒτυηι 



-- 

Δεν ανιχνεύθηκε το Ρ εο&ηβοββΓυ/η 
δείγμα μη προσβεβλημένο από 
Ρ. εοίαηχβαΓυηι 


(*) Το *ρ άτυχο μίγα&οςδείγματος είναι 200 κόνδυλοιαν κ«ιη διαδικασία είνοα δυνατόν «χ χρησμοδοτεί με μικρότερα δείγματα εάνδεν νΛφχ^οννδκιθθσιμοι 200 κόνδυλοι 

Λ Οι μέθεδειεδργωγής και συγκέντρακτής ισυ ηαθσγόνσυ χερηράγονται στηκενόττμαΠ11 1 

Σιτγ^ περίχτωση που δύο τουλάχιστον δοκιμές με βάση διαφορετικές βιοίαγικες αρχές είναι θετικές, χρίζει να δκζοςςθεί αχκμόνωση και εχιβεβαιαση Πραγματοποιείται 
ισυλ^ιστον μία δοκιμή διαλογής Ετη^ χχρίχταιση χου η εν λόγω δε* μη είναι αρντρικη. το δείγμα θοηρείται αρνητικό Στην περίπτωση που η εν λόγω δοκιμή είναι θβική, 
αχααεάαι η δκνέργεια δεύτερης η ταρκτοοτέρων δοκμών διαλογής με βάτη δ ιωγ εμετικές βιολογικές αρχρς έτσι ώστε να εχβήϊαιαθίει το τρωτό θετικό αχοτέλοσμα Εάν η 
δεύτερη ή άλλες δοκιμές είναι αρνητικές το δείγμα θεωρείται αρντμικό Δεν είναι απαραίτητες χερωιέρω δσαμές 
<*) Η δοκιμή ΙΡ Π6ρΊγΐ·1ι|«αι στην ενότητα VIΑ. 3 

(*) Ηδοκιμή εκλίΚΤΐ*ής«τ*ηιό«»σ%Χ8ριγρά^ίαστηνενόϊητ«νΐΑ4 

Λ ΟιδοαμθςΡΟΚ χερ-ηράι^ντίηστηνενότητα νΐΑ6 

Ο Η δοκιμή Π3Η τΐΕριγρώϊ«αι στην ενόττ^α VI Α7 

<*) Οι δοκιμές ΕΙΙ2Α ττριγράρονται στην ενότητα VIΑ δ 

<*) Η βιοδοκιμή χεριγμάιγειαι στην ενότητα VI Α. 9 

<*>) Ητνχαή μοριγολογία των απτικών χρριγρφρ«(ασιηνενότηταΙ13 δ 

( ιι ) Η καλλιέργεια ή οι βιοδσκιμές είναι δύ «πόν να αποτίνουν λόγω ανιαγα/Λσμσύ ή παρεμχόδκτης οπτό σαχροφιαικά βακτήρια Εάν αποκτηθούν θετικά αποτελέσματα στις δοκιμές 

διαλογής, αλλά τα ατβτελέεματα των δοκμών απομόνωσης είναι αρνητικά, τμειει να εχαναλτγρθσύν α δοκιμές απομόνωσης αχό το ίδιο ίζημα ή με τη λήηη χρόσθετσυ 
αγγειώδους ιστού κοντά στο σημείο τράσιγυσης του στολίσου αχό κομμένους κονδύλους του ίδκ» δείγματος κοπ, θάνείνκχι «παριΛτητο, να ελεγτρούν χεραιτέρω δείγματα 
(“) Η αζιΟχκττη ταυτοποίηση κλαρών κολλιεργ-ειών χτεκχννίιν «τ.:μτ^·ΰ>τθφν του Λ, ίι^<3π*.>Ύ)τ*"ΐ επιτυγχάνεται με τη χρήση ταω δοκμών που χεριγράρονται στην ενότητα VIΒ 

Ο Η δοκιμή χοθο^νηος χεριγράφεται στην ενότητα ΥΙΓ, 
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3. Σχήμα για την ανίχνευση και ταυτοποίηση του ΒαΙδΙοηία εοΐαπαοθαιχιηη σε δείγματα ασυμπτωματικών φυτών 
πατάτας, τομάτας ή άλλων φυτών ξενιστών 



(') Βλέπε ενότητα ΙΙΙ.2.1. για τα συνιστώμενα μεγέθη δειγμάτων. 

( 2 ) Οι μέθοδοι εξαγωγής και συγκέντροισης του παθογόνου περιγράφονται στην ενότητα ΙΙΙ.2.1. 

( 3 ) Στην περίπτωση που δύο τουλάχιστον δοκιμές με βάση διαφορετικές βιολογικές αρχές είναι θετικές, πρέπει να 
διεξαχθεί απομόνωση και επιβεβαίιοση. Πραγματοποιείται τουλάχιστον μία δοκιμή διαλογής. Στην περίπτωση που η εν 
λόγω δοκιμή είναι αρνητική, το δείγμα θεωρείται αρνητικό. Στην περίπτωση που η εν λόγω δοκιμή είναι θετική, 
απαιτείται η διενέργεια δεύτερης ή περισσοτέρων δοκιμών διαλογής με βάση διαφορετικές βιολογικές αρχές έτσι ώστε 
να επιβεβαιωθεί το πρώτο θετικό αποτέλεσμα. Εάν η δεύτερη ή άλλες δοκιμές είναι αρνητικές, το δείγμα θεωρείται 
αρνητικό. Δεν είναι απαραίτητες περαιτέρω δοκιμές. 

( 4 ) Η δοκιμή εκλεκτικής απομόνωσης περιγράφεται στην ενότητα νΐ.Α.4. 

( 5 ) Η δοκιμή ΙΡ περιγράφεται στην ενότητα νΐ.Α.5. 

( 6 ) Οι δοκιμές ΡΟΚ περιγράφονται στην ενότητα νΐ.Α.6. 

( 7 ) Η δοκιμή ΡΙ8Η περιγράφεται στην ενότητα νΐ.Α.7. 

( 8 ) Οι δοκιμές ΕΕΙ8Α περιγράφονται στην ενότητα νΐ.Α.8. 

( 9 ) ΕΙ βιοδοκιμή περιγράφεται στην ενότητα νΐ.Α.9. 

( 10 ) ΕΙ τυπική μορφολογία των αποικιών περιγράφεται στην ενότητα ΙΙ.3.δ. 

(**) Η καλλιέργεια ή οι βιοδοκιμές είναι δυνατόν να αποτύχουν λόγω ανταγωνισμού ή παρεμπόδισης από σαπροφυτικά 

βακτήρια. Εάν αποκτηθούν θετικά αποτελέσματα στις δοκιμές διαλογής αλλά τα αποτελέσματα των δοκιμών 
απομόνωσης είναι αρνητικά, πρέπει να επαναληφθούν οι δοκιμές απομόνωσης. 

( 12 ) Η αξιόπιστη ταυτοποίηση καθαρών πιθανών καλλιεργειών του Κ. εοΐαηαεεαηιτη επιτυγχάνεται με τη χρήση των 
δοκιμών που περιγράφονται στην ενότητα νΐ.Β. 

( 13 ) Η δοκιμή παθογένειας περιγράφεται στην ενότητα νΐ.Γ. 
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Ενότητα II 

Λεπτομερείς μέθοδοι για την ανίχνευση του ΒαΙεΙοηία 

εοΙαηαοθαΓυπη σε κονδύλους πατάτας και σε φυτά 
πατάτας, τομάτας Ή άλλα φυτά ξενιστές 

που παρουσιάζουν συμπτώματα καστανησ σήψης ή 
βακτηριακής μάρανσης 

1. Συμπτώματα (βλέπε ιστοχώρο ΙιΙΙρ://ΐοΐ'υπι.θυΐΌρ3. 
θυ.ίπΙ/ΡυάΙίο/ίΓθ/δ3ηοο/Ησπΐθ/πΐ3ίη) 

1.1. Συμπτώματα στην πατάτα 

Στο φυτό πατάτας. Το αρχικό στάδιο της μόλυνσης 
στον αγρό αναγνωρίζεται από τον μαρασμό των φύλλων 
προς την κορυφή του φυτού σε υψηλές θερμοκρασίες 
κατά τη διάρκεια της ημέρας με ανάληψη κατά τη δι¬ 
άρκεια της νύχτας. Στα αρχικά στάδια της μάρανσης 
τα φύλλα παραμένουν πράσινα, αλλά αργότερα ανα¬ 
πτύσσεται κίτρινη και καστανή νέκρωση. Παρουσιάζεται 
επίσης επιναστία. Η μάρανση ενός βλαστού ή ολόκλη¬ 
ρων των φυτών σύντομα καθίσταται μη αναστρέψιμη 
και έχει ως αποτέλεσμα την κατάρρευση και το θάνατο 
του φυτού. Ο αγγειώδης ιστός σε εγκαρσίως κομμέ¬ 
να στελέχη από μαραμένα φυτά συνήθως εμφανίζεται 
καστανός, και μία γαλακτώδης βακτηριακή εξίδρωση 
εκρέει από την κομμένη επιφάνεια, ή μπορεί να εξέλθει 
με συμπίεση. Όταν ένα κομμένο στέλεχος τοποθετηθεί 
κατακόρυφα μέσα σε νερό, από τις αγγειώδεις δέσμες 
εκρέουν κλωστές γλοιώδους υγρού. 

Στον κόνδυλο πατάτας. Οι κόνδυλοι πρέπει να κό¬ 
βονται εγκαρσίως κοντά στο σημείο πρόσφυσης του 
στολονίου είτε κατά μήκος πάνω από το σημείο πρό¬ 
σφυσης του στολονίου. Το αρχικό στάδιο της ασθένειας 
αναγνωρίζεται από έναν υαλώδη κίτρινο προς ανοικτό 
καστανό, μεταχρωματισμό του αγγειώδους δακτυλίου 
από τον οποίο εκρέει αυθόρμητα μετά λίγα λεπτά ένα 
υπόλευκο βακτηριακό εξίδρωμα. Αργότερα, ο αγγειακός 
μεταχρωματισμός καθίσταται εντονότερα καστανός 
και η νέκρωση μπορεί να επεκταθεί στον παρεγχυμα- 
τικό ιστό. Σε προχωρημένα στάδια της ασθένειας, η 
μόλυνση εκδηλώνεται εξωτερικά από το σημείο πρό¬ 
σφυσης του στολονίου και τους οφθαλμούς από τους 
οποίους μπορεί να εκρέει βακτηριακό γλοιώδες έκκρι¬ 
μα προκαλώντας την προσκόλληση σωματιδίων του 
εδάφους. Ενδέχεται να εμφανίζονται στην επιδερμίδα 
ερυθροκάστανες, ελαφρώς βυθισμένες κηλίδες λόγω 
της εσωτερικής κατάρρευσης των αγγειωδών ιστών. Η 
δευτερογενής ανάπτυξη μαλακών σήψεων από μύκητες 
ή βακτήρια είναι συχνή στα προχωρημένα στάδια της 
ασθένειας. 

1.2. Συμπτώματα στην τομάτα 

Στο φυτό τομάτας. Το πρώτο ορατό σύμπτωμα είναι 
η έλλειψη σπαργής στα νεαρά φύλλα. Υπό περιβαλλο¬ 
ντικές συνθήκες που είναι ευνοϊκές για το παθογόνο 
(θερμοκρασία εδάφους περίπου 25Ό, ατμόσφαιρα κο¬ 
ρεσμένη σε υγρασία), μέσα σε λίγες μέρες εμφανίζε¬ 
ται επιναστία και μαρασμός της μιας πλευράς ή και 
ολόκληρου του φυτού, στη συνέχεια δε πλήρης κα¬ 
τάρρευση του φυτού. Υπό λιγότερο ευνοϊκές συνθήκες 
(θερμοκρασία εδάφους κάτω των 2ΤΌ), ο μαρασμός 
είναι λιγότερος αλλά μπορεί να αναπτύσσεται μεγά¬ 
λος αριθμός τυχαίων ριζών επί του στελέχους. Είναι 
δυνατόν να παρατηρούνται βρεγμένες λωρίδες από τη 
βάση του στελέχους πράγμα που αποτελεί απόδειξη 
της νέκρωσης του αγγειακού συστήματος. Σε εγκάρ¬ 
σιες τομές του στελέχους, από τους καστανόχρωμα 
μεταχρωματισμένους αγγειακούς ιστούς εκρέει λευκή 
ή υποκίτρινη βακτηριακή εξίδρωση. 


1.3. Συμπτώματα σε άλλους ξενιστές 
Φυτά 3οΐ3πυπι άυΙθ3πΐ3Γ3 και 3. ηί^Γυπι. Σε φυσικές 
συνθήκες, σπανίως παρατηρούνται συμπτώματα μάραν¬ 
σης στα εν λόγω ζιζάνια-ξενιστές, εκτός εάν οι θερμο¬ 
κρασίες του εδάφους υπερβαίνουν τους 25°0 ή τα επί¬ 
πεδα του μολύσματος είναι εξαιρετικά υψηλά (π.χ. για το 
3. πίριτιηη που αναπτύσσεται δίπλα σε προσβεβλημένα 
φυτά πατάτας ή τομάτας). Όταν εμφανίζεται μάρανση, 
τα συμπτώματα που παρατηρούνται είναι όμοια με αυτά 
που περιγράφονται για την τομάτα. Φυτά 3. άυΙθ3πΐ3Γ3 
που δεν έχουν υποστεί μαρασμό και τα οποία αναπτύσ¬ 
σονται με τα στελέχη και τις ρίζες σε νερό, ενδέχεται να 
εμφανίζουν απαλό καστανό εσωτερικό μεταχρωματισμό 
του αγγειώδους ιστού σε εγκάρσια τομή της βάσης του 
στελέχους ή τμημάτων του στελέχους κάτω από το 
νερό. Ενδέχεται να εκρέει βακτηριακή εξίδρωση από 
κομμένους αγγειώδεις ιστούς ή να εκρέουν κλωστές 
γλοιώδους υγρού εάν το κομμένο στέλεχος τοποθε¬ 
τηθεί κατακόρυφα μέσα σε νερό, ακόμη και εάν δεν 
υπάρχουν συμπτώματα μάρανσης. 

2. Δοκιμές ταχείας διαλογής 

Οι δοκιμές ταχείας διαλογής είναι δυνατόν να διευ¬ 
κολύνουν την προκαταρκτική διάγνωση αλλά δεν είναι 
απόλυτα αναγκαίες. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί μία ή πε¬ 
ρισσότερες από τις ακόλουθες επικυρωμένες δοκιμές: 

2.1. Δοκιμή εκκρίσεων από το στέλεχος 
(Βλέπε ενότητα νΐ.Α.1.) 

2.2. Ανίχνευση πολυ-β-υδροξυβουτυρικών (ΡΗΒ) κοκ¬ 
κίων 

Τα χαρακτηριστικά κοκκία ΡΗΒ στα κύτταρα του Β. 
5θΐ3Π3θθ3Γυπι καθίστανται ορατά διά χρώσεως λεπτών 
επιχρισμάτων (που έχουν προσηλωθεί με θερμότητα) 
βακτηριακού εξιδρώματος από προσβεβλημένο ιστό σε 
αντικειμενοφόρο πλάκα μικροσκοπίου με ΝίΙθ ΒΙυο Α ή 
3υά3Π ΒΙαοΙ< (βλέπε ενότητα Ϊ/Ι.Α.2.). 

2.3. Δοκιμές οροσυγκόλλησης 
(Βλέπε ενότητα νΐ.Α.3.) 

2.4. Αλλες δοκιμές 

Στις περαιτέρω κατάλληλες δοκιμές ταχείας δια¬ 
λογής συμπεριλαμβάνεται η δοκιμή ΙΡ (βλέπε ενότητα 
νΐ.Α.5.), η δοκιμή ΡΙ3Η (βλέπε ενότητα VI .Α.7.), οι δοκιμές 
ΕΙ_Ι3Α (βλέπε ενότητα νΐ.Α.8.) και οι δοκιμές ΡΟΒ (βλέπε 
ενότητα νΐ.Α.6). 

3. Διαδικασία απομόνωσης 

α) Λαμβάνεται εξίδρωμα ή τμήματα μεταχρωματισμέ¬ 
νου ιστού από τον αγγειώδη δακτύλιο του κονδύλου 
πατάτας ή τις αγγειώδεις δέσμες του στελέχους πα¬ 
τάτας, τομάτας ή άλλων μαραμένων φυτών ξενιστών. 
Παρασκευάζεται αιώρημα των ανωτέρω σε μικρό όγκο 
αποστειρωμένου αποσταγμένου νερού ή σε 50 πιΜ ρυθ¬ 
μιστικού διαλύματος φωσφορικών (προσάρτημα 4) και 
το αιώρημα αφήνεται για 5-10 λεπτά. 

β) Παρασκευάζουμε μία σειρά δεκαδικών αραιώσεων 
του αιωρήματος. 

γ) Μεταφέρουμε 50-100 μΙ του αιωρήματος και των 
αραιώσεων σε γενικής χρήσεως θρεπτικό υπόστρωμα 
(ΝΑ, ΥΡΘΑ ή 5ΡΑ·βλέπε προσάρτημα 2) ή/και σε υλικό 
του ΚοΙπιαη με τετραζόλιο (προσάρτημα 2) ή/και σε 
επικυρωμένο εκλεκτικό υπόστρωμα (π.χ. 3Μ3Α, βλέπε 
προσάρτημα 2). Απλώνονται ή εξαπλώνονται γραμμωτά 
με κατάλληλη τεχνική αραιώσεων επί στερεού υπο¬ 
στρώματος. Αν θεωρηθεί χρήσιμο, παρασκευάζονται 
ξεχωριστά τρυβλία με αραιωμένο αιώρημα κυττάρων 
του ΒβΙεΙοηία 3θΐ3Π3θθ3Γυπι βιοποικιλίας 2 που χρησι¬ 
μοποιείται ως θετικός μάρτυρας. 
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δ) Τα τρυβλία επωάζονται για 2-6 ημέρες στους 

28 °α 

- Στα γενικής χρήσεως θρεπτικά υποστρώματα, οι 
παθογόνες απομονώσεις Β. εοΐεπεοοειχιηη αναπτύσσουν 
μαργαριταρώδους χροιάς υπόλευκες, επίπεδες, ακανό¬ 
νιστες και ρευστώδεις αποικίες που εμφανίζουν συχνά 
χαρακτηριστικές σπείρες στο κέντρο. Οι μη παθογόνες 
απομονώσεις του Β. εοΐεηαοθειτιηη σχηματίζουν μικρές 
στρογγυλές μη ρευστώδεις, βουτυρώδεις αποικίες που 
έχουν εντελώς κρεμ-λευκό χρώμα. 

- Στο υπόστρωμα ΚθΙπιαη με ΙθίΓεζοΙίυπη και στο υπό¬ 
στρωμα 5Μ8Α, οι ελικώσεις είναι αιματέρυθρες. Οι μη 
παθογόνες απομονώσεις του ΒεΙεΙοηία εοΙαπαοθειχιπι 
σχηματίζουν μικρές στρογγυλές μη ρευστώδεις, βου- 
τυρώδεις αποικίες που έχουν εντελώς βαθυκόκκινο 
χρώμα. 

4. Δοκιμές ταυτοποίησης του Β. εοΙεπαοΘειχιηη 

Οι δοκιμές για την επιβεβαίωση της ταυτότητας των 
πιθανών απομονώσεων του Β. εοΙβηεοθβΓυπι παρουσι¬ 
άζονται στην ενότητα νΐ.Β. 

ΕΝΟΤΗΤΑ III 

1. Λεπτομερείς μέθοδοι για την ανίχνευση και ταυτο¬ 
ποίηση του ΒαΙεΙοηίε εοΐεηαοθ&ιχιηη σε δείγματα ασυ- 
μπτωματικών κονδύλων πατάτας 

1.1. Προετοιμασία του δείγματος 

Σημείωση: 

— Το τυπικό μέγεθος δείγματος είναι 200 κόνδυλοι 
ανά δοκιμή. Για πιο εντατική δειγματοληψία απαιτού¬ 
νται περισσότερες δοκιμές σε δείγματα του μεγέθους 
αυτού. Τυχόν μεγαλύτεροι αριθμοί κονδύλων στο δείγ¬ 
μα θα έχει ως αποτέλεσμα παρεμπόδιση ή δυσκολίες 
στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων. Η διαδικασία όμως 
μπορεί να εφαρμοσθεί και για δείγματα μικρότερα των 
200 κονδύλων στην περίπτωση που είναι λιγότεροι οι 
διαθέσιμοι κόνδυλοι. 

— Η επικύρωση όλων των μεθόδων ανίχνευσης που 
περιγράφονται στη συνέχεια βασίζεται στη διενέργεια 
δοκιμών σε δείγματα 200 κονδύλων. 

—Το εκχύλισμα πατάτας που περιγράφεται παρακά¬ 
τω μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση 
του βακτηρίου της δακτυλιωτής σήψης της πατάτας, 
ΟΙενίό3θίθΓ ιτιίσίιίμΒηθηείε ευόερ. εβρθόοηίσυε. 

Προαιρετική προεπεξεργασία πριν από την προετοι¬ 
μασία του δείγματος: 

α) Τα δείγματα επωάζονται στους 25-30 °0 για διά¬ 
στημα μέχρι 2 εβδομάδων πριν από τη διενέργεια των 
δοκιμών για την ενθάρρυνση του πολλαπλασιασμού 
τυχόν πληθυσμών του Η. εοΙεπΒσββΓυηη. 

β) Πλένονται οι κόνδυλοι. Χρησιμοποιούνται κατάλλη¬ 
λα απολυμαντικά (χλωριούχες ενώσεις εάν πρόκειται να 
χρησιμοποιηθεί η δοκιμή ΡΟΒ με στόχο την απομάκρυν¬ 
ση τυχόν ϋΝΑ του παθογόνου) και απορρυπαντικά μετά 
από κάθε δείγμα. Οι κόνδυλοι στεγνώνουν στον αέρα. 
Η ανωτέρω διαδικασία πλύσης είναι ιδιαίτερα χρήσιμη 
για δείγματα που περιβάλλονται από υπερβολικό χώμα 
καθώς και στην περίπτωση που πρόκειται να εφαρμο¬ 
σθεί η δοκιμή ΡΟΒ ή η διαδικασία άμεσης απομόνωσης, 
αλλά δεν είναι υποχρεωτική. 

1.1.1. Με ένα καθαρό και απολυμασμένο νυστέρι ή ειδικό 
μαχαίρι λαχανικών, αφαιρείται η επιδερμίδα γύρω από 
το σημείο πρόσφυσης του στολονίου του κονδύλου 
έτσι ώστε να φανούν οι αγγειώδεις ιστοί. Αποκόπτουμε 
με προσοχή ένα μικρό κώνο αγγειώδους ιστού από το 
σημείο πρόσφυσης του στολονίου και προσέχουμε ώστε 
η αφαιρούμενη ποσότητα μη αγγειώδους ιστού να είναι 
η ελάχιστη δυνατή. 

(βλέπε ιστοχώρο άΙΙρ://ίθΓυπτθυΐ'ορ3.θυ.ίηΙ/ΡυΙοΙΙο/ίΐ'ο/ 
εβηοο/Ηοηηβ/ηηβΙη). 

Σημείωση: Κάθε κόνδυλος (με σήψη) που παρουσιάζει 
ύποπτα συμπτώματα της ασθένειας αφήνεται παράμερα 
και εξετάζεται χωριστά. 


Εάν κατά τη διάρκεια της αφαίρεσης του κώνου από 
το σημείο πρόσφυσης του στολονίου παρατηρηθούν 
ύποπτα συμπτώματα καστανής σήψη,ς θα πρέπει να 
διενεργηθεί μακροσκοπική επιθεώρηση του κονδύλου 
και να κοπεί ο κόνδυλος αυτός κοντά στο σημείο πρό¬ 
σφυσης του στολονίου. Όλοι οι κομμένοι κόνδυλοι με 
ύποπτα συμπτώματα πρέπει να διατηρούνται για 2 του¬ 
λάχιστον ημέρες σε θερμοκρασία δωματίου έτσι ώστε 
να καταστεί δυνατή η φελλοποίηση και στη συνέχεια 
να φυλάσσονται στο ψυγείο (4-10 °0) υπό τις κατάλ¬ 
ληλες συνθήκες καραντίνας. Όλοι οι κόνδυλοι, συμπε¬ 
ριλαμβανομένων εκείνων που παρουσιάζουν ύποπτα 
συμπτώματα,, πρέπει να διατηρούνται σύμφωνα με όσα 
προβλέπονται στο παράρτημα III. 

1.1.2. Οι κώνοι που έχουν ληφθεί από το σημείο πρό¬ 
σφυσης του στολονίου συλλέγονται σε μη χρησιμοποι- 
ηθέντες περιέκτες μίας χρήσης, οι οποίοι είναι δυνατόν 
να είναι κλεισμένοι ή/και σφραγισμένοι (στην περίπτωση 
που οι περιέκτες έχουν ξαναχρησιμοποιηθεί θα πρέπει 
να καθαρισθούν επιμελώς και να απολυμανθούν με χλω¬ 
ριούχες ενώσεις). Είναι προτιμότερο να υποβάλλονται 
οι κώνοι από τα σημεία πρόσφυσης του στολονίου σε 
κατεργασία αμέσως. Εάν αυτό δεν είναι δυνατόν, απο¬ 
θηκεύονται στον περιέκτη, χωρίς την προσθήκη ρυθμι¬ 
στικού διαλύματος, στο ψυγείο για 72 ώρες το ανώτατο 
ή σε θερμοκρασία δωματίου για 24 ώρες το ανώτατο. 

Οι κώνοι από τα σημεία πρόσφυσης του στολονίου 
υποβάλλονται σε κατεργασία με μία από τις ακόλουθες 
διαδικασίες: 

α) Οι κώνοι καλύπτονται με επαρκή όγκο (περίπου 40 
ππΙ) ρυθμιστικού διαλύματος εξαγωγής (προσάρτημα 
4) και αναταρράσσονται σε περιστροφικό αναδευτήρα 
(50-100 Γρπι) για 4 ώρες σε θερμοκρασία χαμηλότερη 
των 24 °0 ή για 16-24 ώρες στο ψυγείο. 

β) Οι κώνοι ομοιογενοποιούνται με επαρκή όγκο (περί¬ 
που 40 γπΙ) ρυθμιστικού διαλύματος εξαγωγής (προσάρ¬ 
τημα 4), είτε σε ανάμεικτη (π.χ. ννβπηρ ή ΨΙ1Γ3 ΤίιυΓ3χ) 
είτε με σύνθλιψη σε σφραγισμένο σάκο διαβροχής μίας 
χρήσης (π.χ. δΙοπηβοΐΊθΐ· ή ΒίοΓθόβ είΐΌπρ ρυβρο ροΐγΐίίθηο, 
150 πιητ χ 250 πιπν αποστειρωμένο διά ακτινοβολίας) 
χρησιμοποιώντας λαστιχένια ματσόλα ή τον κατάλληλο 
εξοπλισμό σύνθλιψης(π.χ. Ηοπιοχ). 

Σημείωση: Ο κίνδυνος επιμόλυνσης των δειγμάτων 
είναι υψηλός όταν τα δείγματα έχουν ομοιογενοποιηθεί 
με τη χρήση ανάμεικτη. Πρέπει να ληφθούν προφυλάξεις 
για την αποφυγή της δημιουργίας αερολύματος ή υπερ- 
χείλισης κατά τη διάρκεια της διαδικασίας εξαγωγής. 
Πρέπει να εξασφαλισθεί ότι για κάθε δείγμα οι λεπί¬ 
δες και τα δοχεία του αναμεικτήρα αποστειρώνονται 
λίγο πριν την έναρξη της διαδικασίας. Εάν πρόκειται να 
χρησιμοποιηθεί η δοκιμή ΡΟΒ, πρέπει να αποφευχθεί 
η μεταφορά ϋΝΑ στους περιέκτες ή τον εξοπλισμό 
σύνθλιψης. Στις περιπτώσεις που πρόκειται να χρησιμο¬ 
ποιηθεί η ΡΟΒ, συνιστάται η σύνθλιψη σε σάκους μίας 
χρήσης καθώς και η χρήση σωλήνων μίας χρήσης. 

1.1.3. Το υπερκείμενο υγρό μεταγγίζεται. Εάν το υγρό 
εμφανίζεται υπερβολικά θολό, καθίσταται διαυγές είτε 
με φυγοκέντριση σε χαμηλή ταχύτητα (όχι περισσότερο 
από 180 ρ για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 4-10°Ο) είτε με 
διήθηση (40-100 μπι) με αντλία κενού, πλένοντας το 
φίλτρο με πρόσθετο (περίπου 10 ιίπΙ) ρυθμιστικό διάλυμα 
εξαγωγής. 

1.1.4. Το βακτηριακό κλάσμα συγκεντρώνεται με φυ- 
γοκέντριση σε 7.000 ρ για 15 λεπτά (ή 10.000 ρ για 10 
λεπτά) σε θερμοκρασία 4-10 0 Ο και το υπερκείμενο υγρό 
απορρίπτεται χωρίς να διαταραχθεί το ίζημα. 

1.1.5. Το ίζημα αναδιαλύεται σε 1,5 ηηΙ ρυθμιστικού δι¬ 
αλύματος ιζήματος (προσάρτημα 4). Χρησιμοποιούνται 
500 μΙ για το Β. δοΙεηβοβαΓυπη, 500 μΙ για το ΟΙβνίόεοίθΓ 
πιίοίπίρβηθηείε ευόερ. εορβόοπίουε και 500 μΙ για σκο¬ 
πούς αναφοράς. Προστίθεται αποστειρωμένη γλυκερίνη 
σε τελική συγκέντρωση 10-25% (ν/ν) στα 500 μΙ της 
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κατάλληλης ποσότητας αναφοράς και στην εναπο- 
μείνασα κατάλληλη ποσότητα δοκιμής, ανακατεύουμε 
με στροβιλισμό (νοΓίσχ) και αποθηκεύουμε στους -16 
έως -24 °0 (εβδομάδες) ή στους -68 έως -86 Ο (μήνες). 
Οι ποσότητες δοκιμών διατηρούνται σε θερμοκρασία 
4-10 °0 κατά τη διεξαγωγή των δοκιμών. 

Δεν συνιστάται η επαναλαμβανόμενη κατάψυξη και 
απόψυξη. 

Εάν απαιτείται η μεταφορά του εκχυλίσματος, πρέπει 
να εξασφαλισθεί ότι η διανομή θα πραγματοποιηθεί σε 
ψυκτικό δοχείο εντός 24 έως 48 ωρών. 

1.1.6. Είναι επιτακτικό όπως όλοι οι θετικοί μάρτυρες 
του Β. δοΙεηαοΘΒΓυπι και τα δείγματα κατεργάζονται 
χωριστά, ώστε να αποφεύγεται η επιμόλυνση. Το ίδιο 
ισχύει και για τις αντικειμενοφόρους της δοκιμής ΙΕ και 
για όλες τις δοκιμές. 

1.2. Διενέργεια δοκιμών 

Βλέπε το διάγραμμα ροής και την περιγραφή των 
δοκιμών και των βελτιστοποιημένων πρωτοκόλλων στα 
σχετικά προσαρτήματα: 

Εκλεκτική απομόνωση (βλέπε ενότητα Ν/Ι.Α.4.) 

Δοκιμή ΙΕ (βλέπε ενότητα Ν/Ι.Α.5) 

Δοκιμές ΡΟΒ (βλέπε ενότητα Ν/Ι.Α.6.) 

Δοκιμή ΕΙ5Η (βλέπε ενότητα Ν/Ι.Α.7.) 

Δοκιμές ΕΙ_Ι3Α (βλέπε ενότητα Ν/Ι.Α.8.) 

Βιοδοκιμή (βλέπε ενότητα Ν/Ι.Α.9.) 

2. Λεπτομερείς μέθοδοι για την ανίχνευση και ταυ¬ 
τοποίηση του Β. 5θΐ3Π3θθ3Γυπι σε δείγματα ασυμπτω- 
ματικών φυτών πατάτας, τομάτας ή άλλων φυτών ξε¬ 
νιστών 

2.1. Προετοιμασία του δείγματος 

Σημείωση: Για την ανίχνευση των λανθανόντων πληθυ¬ 
σμών του Β. 5θΐ3Π3θβ3Γυπη συνιστάται ο έλεγχος σύνθετων 
δειγμάτων. Η διαδικασία είναι δυνατόν να εφαρμοσθεί κα¬ 
τάλληλα και για σύνθετα δείγματα με έως 200 τμήματα 
στελεχών. Εάν πραγματοποιούνται επισκοπήσεις, αυτές 
πρέπει να βασίζονται σε στατιστικά αντιπροσωπευτικό 
δείγμα του πληθυσμού φυτών υπό εξέταση. 

2.1.1. Τα τμήματα στελεχών 1-2 οπι συλλέγονται σε 
κλειστό αποστειρωμένο περιέκτη σύμφωνα με τις ακό¬ 
λουθες διαδικασίες δειγματοληψίας: 

Σπορόφυτα τομάτας φυτωρίου: Με ένα καθαρό και 
απολυμασμένο μαχαίρι, αφαιρείται τμήμα 1 οπη από τη 
βάση κάθε στελέχους, πάνω ακριβώς από το έδαφος. 

Φυτά τομάτας που έχουν αναπτυχθεί στον αγρό ή 
σε θερμοκήπιο: Με ένα καθαρό και απολυμασμένο μα¬ 
χαίρι, απομακρύνουμε το χαμηλότερο πλευρικό βλαστό 
από κάθε φυτό κόβοντας ακριβώς πάνω από το σημείο 
ένωσης με το κύριο στέλεχος. Απομακρύνουμε το χα¬ 
μηλότερο τμήμα ενός εκατοστού από κάθε πλευρικό 
βλαστό. 

Άλλοι ξενιστές: Με ένα καθαρό και απολυμασμένο 
μαχαίρι ή κλαδευτική ψαλίδα, αφαιρείται τμήμα 1 οπι 
από τη βάση κάθε στελέχους, πάνω ακριβώς από το 
έδαφος. Στην περίπτωση του 3. άυΙθ3πΐ3Γ3 ή άλλων 
φυτών ξενιστών που αναπτύσσονται στο νερό, αφαι- 
ρούμε τμήματα (1-2 οπι) από τα στελέχη ή στολόνια 
που βρίσκονται κάτω από το νερό και τα οποία έχουν 
αναπτύξει ρίζες μέσα στο νερό. 

Όταν πραγματοποιείται δειγματοληψία σε μια συγκε¬ 
κριμένη τοποθεσία, συνιστάται η εξέταση στατιστικά 
αντιπροσωπευτικού δείγματος τουλάχιστον 10 φυτών 
ανά σημείο δειγματοληψίας κάθε πιθανού ζιζάνιου - ξε¬ 
νιστή. Η ανίχνευση του παθογόνου είναι περισσότερο 
αξιόπιστη κατά τα τέλη της άνοιξης, το καλοκαίρι και το 
φθινόπωρο, αν και οι φυσικές μολύνσεις είναι δυνατόν 


να ανιχνευθούν καθ’ όλη τη διάρκεια του έτους στο 
πολυετές φυτό 3οΙαηυηη άυΙθ3πΐ3Γ3 που αναπτύσσεται 
στα υδατορεύματα. Γνωστοί ξενιστές είναι τα φυτά εθε¬ 
λοντές της πατάτας, το 3οΐ3ηυηη όυΙθ3ΐτΐ3Γ3, το 3. πίρΓυπη, 
το 03ίυΓ3 δίΓβπιοηίυπι και άλλα είδη της οικογένειας 
των σολανωδών (8οΙ3Π3οθ3θ). Άλλοι ξενιστές είναι το 
ΡοΙβΓροπίυπι ερρ. και το Ροιίυώοβ οΙθγ30Θ3. Ορισμένα ευ¬ 
ρωπαϊκά είδη ζιζανίων, τα οποία δύνανται ενδεχομένως 
να φιλοξενούν πληθυσμούς Β. 5θΐ3Π3θθ3Γυηη βιοποικιλίας 
2, φυλής 3 στις ρίζες ή/και τις ριζόσφαιρες υπό ειδι¬ 
κές περιβαλλοντικές συνθήκες είναι τα ΑΙπρΙοχ Ιΐ3δΐ3ΐ3, 
Βίάοπδ ρίΐοδβ, ΟθΓ3δΙίυπη ςΙοπηοΓδΙυπη, Οδθηοροάίυηη 3ΐόυηη, 
ΕυραΙοπυηη 03ηη30ίηυπι, ΘβΙίηδορα ρ3ΓνίίΙθΓ3, ΒβηυηουΙυε 
δοΙθΓΒΐυδ, ΒοΓΪρρβ ερρ, Βυπιοχ δρρ., 3ίΙθηο 3103, 3. ηυΐαηδ., 
Τυδδίΐ30Ο Ϊ3ΓΪ3ΓΓ3 ΚΟΙ υηί03 010103. 

Σημείωση: Στο στάδιο αυτό μπορεί να γίνει μακροσκο¬ 
πική εξέταση για εσωτερικά συμπτώματα (χρώση του 
αγγειώδους ιστού ή βακτηριακό εξίδρωμα). Αφήνουμε 
παράμερα όλα τα τμήματα στελεχών που παρουσιά¬ 
ζουν συμπτώματα και τα εξετάζουμε ξεχωριστά (βλέπε 
ενότητα II). 

2.1.2. Τα τμήματα στελεχών απολυμαίνονται για σύντο¬ 
μο χρονικό διάστημα με αιθανόλη 70% και στεγνώνονται 
αμέσως με απορροφητικό χαρτί. Ακολούθως τα τμήματα 
στελεχών υποβάλλονται σε κατεργασία με μία από τις 
ακόλουθες διαδικασίες: είτε, 

α) Τα τμήματα καλύπτονται με επαρκή όγκο (περίπου 
40 πίΙ) ρυθμιστικού διαλύματος εξαγωγής (προσάρτημα 
4) και αναταρράσσονται σε περιστροφικό αναδευτήρα 
(50-100 ιρπι) για 4 ώρες σε θερμοκρασία χαμηλότερη 
των 24 °0 ή για 16-24 ώρες στο ψυγείο ή 

β) Υποβάλλονται σε κατεργασία αμέσως με σύνθλιψη 
των τμημάτων εντός ανθεκτικού σάκκου διαβροχής (π.χ. 
3ΐοπΐ3θίιβΓ ή ΒΪ0ΓΘ03) με τον κατάλληλο όγκο ρυθμιστι¬ 
κού διαλύματος εξαγωγής (προσάρτημα 4) χρησιμοποι¬ 
ώντας λαστιχένια ματσόλα ή τον κατάλληλο εξοπλισμό 
σύνθλιψης (π.χ. Ηοππθχ). Στην περίπτωση που αυτό δεν 
είναι δυνατόν, τα τμήματα στελέχους αποθηκεύονται 
στο ψυγείο για χρονικό διάστημα 72 ωρών το μέγιστο 
ή σε θερμοκρασία δωματίου για χρονικό διάστημα 24 
ωρών το μέγιστο. 

2.1.3. Το υπερκείμενο υγρό μεταγγίζεται αφού κατα¬ 
καθίσει για 15 λεπτά. 

2.1.4. Περαιτέρω διαύγαση του εκχυλίσματος ή της 
συγκέντρωσης του βακτηριακού κλάσματος δεν απαι¬ 
τείται συνήθως αλλά είναι δυνατόν να επιτευχθεί με 
διήθηση ή/και φυγοκέντριση όπως περιγράφεται στην 
ενότητα II 1.1.1.3 - 1.1.5. 

2.1.5. Το αδιάλυτο ή συγκεντρωμένο εκχύλισμα δείγ¬ 
ματος χωρίζεται σε 2 ίσα μέρη. Το ήμισυ διατηρείται 
σε 4-10 °0 κατά τη διεξαγωγή της δοκιμής και το άλλο 
μισό φυλάσσεται με 10-25% (ν/ν) αποστειρωμένη γλυ¬ 
κερίνη σε θερμοκρασία -16 έως -24°0 (εβδομάδες) ή σε 
θερμοκρασία -68 έως -86 Ο (μήνες) για την περίπτωση 
που χρειασθεί η διενέργεια περαιτέρω δοκιμών. 

2.2. Διενέργεια δοκιμών 

Βλέπε το διάγραμμα ροής και την περιγραφή των 
δοκιμών και των βελτιστοποιημένων πρωτοκόλλων στα 
σχετικά προσαρτήματα: 

Εκλεκτική απομόνωση (βλέπε ενότητα νΐ.Α.4.) 

Δοκιμή ΙΕ (βλέπε ενότητα Ν/Ι.Α.5) 

Δοκιμές ΡΟΒ (βλέπε ενότητα Ν/Ι.Α.6.) 

Δοκιμή ΕΙ3Η (βλέπε ενότητα Ν/Ι.Α.7.) 

Δοκιμές ΕΙ_Ι3Α (βλέπε ενότητα Ν/Ι.Α.8.) 

Βιοδοκιμή (βλέπε ενότητα Ν/Ι.Α.9.) 
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ΕΝΟΤΗΤΑ IV 

1. Σχήμα για την ανίχνευση και ταυτοποίηση του Κ χοΐαηαοβαηιιη στο νερό 



(’) Βλέπε ενότητα ΐν.2.1 . για τις συνιστώμενες διαδικασίες δειγματοληψίας. 

( ζ ) Οι μέθοδοι συγκέντρωσης του παθογόνσυ περιγράιρονται στην ενότητα ΐν.2.1. Η συγκέντρωση έχει 0 )ς αποτέλεσμα 

την αύξηση των πληθυσμών τόσο του παθογόνου όσο και τοιν ανταγωνιστικών σαπροφυτικών βακτηρίων και 
συνιστάται μόνον εάν δεν οδηγεί στην παρεμπόδιση της δοκιμής απομόνωσης. 

( 3 ) Η δοκιμή εκλεκτικής απομόνωσηςπεριγράφεται στην ενότητα νΐ.Α.4. 

( 4 ) Η βιοδοκιμή περιγράφεται στην ενότητα νΐ.Α.9. 

( 5 ) Οι μέθοδοι εμπλουτισμού ΡΟΚ. περιγράιρονται στις ενότητες νΐ.Α.4.2 και νΐ.Α.6. 

( 6 ) Οι μέθοδοι εμπλουτισμού ΕΕΙ8Α περιγράιρονται στις ενότητες νΐ.Α.4.2 και νΐ.Α.8. 

( 7 ) Η τυπική μορφολογία των αποικιών περιγράφεται στην ενότητα ΙΙ.3.δ. 

(®) Η καλλιέργεια είναι δυνατόν να αποτύχει λόγω ανταγωνισμού ή παρεμπόδισης από σαπροφυτικά βακτήρια. Εάν 

υπάρχουν υπόνοιες ότι υψηλοί πληθυσμοί σαπρόφυτων επηρεάζουν την αξιοπιστία της απομόνωσης, 
επαναλαμβάνονται οι δοκιμές απομόνωσης με την αραίωση του δείγματος σε αποστειρωμένο νερό. 

( 9 ) Η αξιόπιστη ταυτοποίηση καθαρών πιθανών καλλιεργειών του Κ. ςοΐαηααβαηαη επιτυγχάνεται με τη χρήση των 

δοκιμών που περιγράιρονται στην ενότητα VI.Β. 

(' °) Η δοκιμή παθογένειας περιγράιρ εται στην ενότητα VI. Γ. 
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2. Μέθοδοι για την ανίχνευση και ταυτοποίηση του Η. 
3θΐ3παοθ3Γυηη στο νερό 

Αρχή 

Το επικυρωμένο σχήμα ανίχνευσης που περιγράφε- 
ται στην ενότητα αυτή, εφαρμόζεται για την ανίχνευση 
του παθογόνου σε δείγματα επιφανειακών υδάτων και 
μπορεί επίσης να εφαρμοσθεί για την εξέταση δειγ¬ 
μάτων λυμάτων κατεργασίας πατάτας ή ακάθαρτων 
υδάτων. Είναι σημαντικό, ωστόσο, να σημειωθεί ότι η 
αναμενόμενη ευαισθησία της ανίχνευσης θα ποικίλλει 
ανάλογα με το υπόστρωμα. Η ευαισθησία της δοκιμής 
απομόνωσης επηρεάζεται από τους πληθυσμούς των 
ανταγωνιστικών σαπροφυτικών βακτηρίων που είναι 
συνήθως κατά πολύ περισσότεροι στα λύματα κατερ¬ 
γασίας πατάτας και ακάθαρτων υδάτων απ’ ό,τι στα 
επιφανειακά ύδατα. Ενώ το σχήμα που ακολουθεί ανα¬ 
μένεται να ανιχνεύσει τόσο λίγα όσο 103 κύτταρα ανά 
λίτρο σε επιφανειακά ύδατα, η ευαισθησία ανίχνευσης 
σε λύματα κατεργασίας πατάτας ή ακάθαρτων υδάτων 
είναι πιθανόν να είναι κατά πολύ μικρότερη. Για το λόγο 
αυτό, συνιστάται η εξέταση λυμάτων μετά από κάθε 
εργασία καθαρισμού (π.χ. καθίζηση ή διήθηση) κατά την 
οποία μειώνονται οι πληθυσμοί των σαπροφυτικών βα¬ 
κτηρίων. Οι περιορισμοί όσον αφορά την ευαισθησία του 
σχήματος δοκιμών πρέπει να λαμβάνονται υπόψη κατά 
την αξιολόγηση της αξιοπιστίας οιωνδήποτε αρνητικών 
αποτελεσμάτων. Παρά το γεγονός ότι το εν λόγω σχήμα 
έχει χρησιμοποιηθεί με επιτυχία σε εργασίες επισκόπη¬ 
σης για τον προσδιορισμό της παρουσίας ή απουσίας 
του παθογόνου σε επιφανειακά ύδατα, οι περιορισμοί 
που το συνοδεύουν πρέπει να λαμβάνονται υπόψη όταν 
χρησιμοποιείται σε παρόμοιες επισκοπήσεις λυμάτων 
κατεργασίας πατάτας ή ακάθαρτων υδάτων. 

2.1. Προετοιμασία του δείγματος 

Σημείωση: 

- Η ανίχνευση του Β. εοίβηβοθαιχιπι σε επιφανειακά 
ύδατα είναι πιο αξιόπιστη κατά τα τέλη της άνοιξης, το 
καλοκαίρι και το φθινόπωρο όταν η θερμοκρασία του 
ύδατος υπερβαίνει τους 15 °0. 

- Η επαναλαμβανόμενη δειγματοληψία σε διαφορετι¬ 
κές χρονικές στιγμές κατά την προαναφερθείσα χρονική 
περίοδο σε προσδιορισθέντα σημεία δειγματοληψίας θα 
ενισχύσει την αξιοπιστία της ανίχνευσης μειώνοντας τις 
επιδράσεις των κλιματικών μεταβολών. 

- Πρέπει να λαμβάνονται υπόψη οι επιδράσεις των 
ισχυρών βροχοπτώσεων και της γεωγραφίας των υδά¬ 
τινων ρευμάτων έτσι ώστε να αποφεύγονται τα αποτε¬ 


λέσματα μεγάλης αραιώσεως που ενδέχεται να κατα¬ 
στήσουν ασαφή την παρουσία του παθογόνου. 

- Πρέπει να λαμβάνονται δείγματα επιφανειακών υδά¬ 
των που βρίσκονται κοντά σε φυτά ξενιστές εάν τα εν 
λόγω φυτά υπάρχουν. 

2.1.1. Σε επιλεγμένα σημεία δειγματοληψίας, συλλέ¬ 
γουμε δείγματα νερού γεμίζοντας αποστειρωμένους 
σωλήνες ή φιάλες μίας χρήσεως, εάν είναι δυνατόν, 
σε βάθος κάτω των 30 οπι και εντός αποστάσεως 2 
πι από την όχθη. Όσον αφορά τα λύματα κατεργασί¬ 
ας και ακάθαρτων υδάτων, συλλέγουμε δείγματα από 
το σημείο εκροής των λυμάτων. Συνιστώνται μεγέθη 
δειγμάτων έως 500 γπΙ ανά σημείο δειγματοληψίας. Εάν 
προτιμώνται μικρότερα δείγματα, συνιστάται η λήψη 
δειγμάτων σε τουλάχιστον 3 περιπτώσεις ανά σημείο 
δειγματοληψίας, και κάθε δείγμα να αποτελείται από 
2 επαναληπτικά υπο-δείγματα τουλάχιστον των 30 πιΙ. 
Για εντατική εργασία επισκόπησης, επιλέγουμε τουλά¬ 
χιστον 3 σημεία δειγματοληψίας ανά 3 χλμ υδάτινου 
ρεύματος και εξασφαλίζουμε ότι διενεργείται δειγμα¬ 
τοληψία και στους παραπόταμους που εισέρχονται στο 
υδάτινο ρεύμα. 

2.1.2. Τα δείγματα μεταφέρονται σε συνθήκες ψύχους 
και σκότους (4-10 0 Ο) και εξετάζονται εντός 24 ωρών. 

2.1.3. Εάν είναι απαραίτητο, το βακτηριακό κλάσμα 
μπορεί να συγκεντρωθεί χρησιμοποιώντας μία από τις 
ακόλουθες μεθόδους: 

α) Τα υπο-δείγματα των 30-50 πιΙ φυγοκεντρούνται 
σε 10.000 ρ για 10 λεπτά (ή 7.000 9 για 15 λεπτά) κατά 
προτίμηση στους 4-10 °0, απορρίπτεται το υπερκείμενο 
υγρό και το ίζημα αναδιαλύεται σε 1 ηπΙ ρυθμιστικού 
διαλύματος ιζήματος (προσάρτημα 4). 

β) Διήθηση από μεμβράνη (ελάχιστο μέγεθος πόρων 
0,45 μπι) ακολουθούμενη από πλύση του φίλτρου σε 5-10 
πιΙ ρυθμιστικού διαλύματος ιζήματος και παρακράτηση 
των εκπλυμάτων. Η μέθοδος αυτή ενδείκνυται για με¬ 
γαλύτερους όγκους νερού που περιέχουν μικρότερους 
αριθμούς σαπροφύτων. 

Η συγκέντρωση δεν συνιστάται συνήθως για δείγματα 
λυμάτων κατεργασίας πατάτας ή ακάθαρτων υδάτων 
καθώς αυξημένοι πληθυσμοί ανταγωνιστικών σαπροφυ¬ 
τικών βακτηρίων θα παρεμποδίζουν την ανίχνευση του 
ΒβΙδίΟΠίβ 3θΐ3Π30θ3Γυπΐ. 

2.2. Διενέργεια δοκιμών 

Βλέπε το διάγραμμα ροής και την περιγραφή των 
δοκιμών στα σχετικά προσαρτήματα. 
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ΕΝΟΤΗΤΑ V 


1. Σχήμα για την ανίχνευση και ταυτοποίηση του Η. χοΐαηαοβαηιηι στο έδαφος 



(') Βλέπε ενότητα ν.2 .1. για τις συνιστώμενες διαδικασίες δειγματοληψίας. 

( 2 ) Η δοκιμή εκλεκτικής απομόνωσης περιγράφεται στην ενότητα νΐ.Α.4. 

( 3 ) Οι μέθοδοι εμπλουτισμού ΡΟΚ. περιγράφονται στις ενότητες νΐ.Α.4.2 και νΐ.Α.6. 

( 4 ) Η βιοδοκιμή περιγράφεται στην ενότητα νΐ.Α.9. 

( 3 ) Η τυπική μορφολογία των αποικιών περιγράφεται στην ενότητα II.3.δ. 

(®) Η καλλιέργεια είναι δυνατόν να αποτύχει λόγω ανταγωνισμού ή παρεμπόδισης από σαπροφυτικά 

βακτήρια. Εάν υπάρχουν υπόνοιες ότι μεγάλοι πληθυσμοί σαπρόφυτων επηρεάζουν την αξιοπιστία της 
απομόνωσης, επαναλαμβάνονται οι δοκιμές απομόνωσης μετά την περαιτέρω αραίωση του δείγματος. 

( 7 ) Η αξιόπιστη ταυτοποίηση καθαρών πιθανών καλλιεργειών του Κ. ζοΐαηαοβαηινη επιτυγχάνεται με τη χρήση 

των δοκιμών που περιγράφονται στην ενότητα λ/Ί.Β. 

( δ ) Η δοκιμή παθογένειας περιγράφεται στην ενότητα VI.Γ. 
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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΠΡΩΤΟ) 


Μέθοδοι για την ανίχνευση και ταυτοποίηση του Β. 
εοΙαηαοΘαΓυπη στο έδαφος 

Αρχές 

Το επικυρωμένο σχήμα ανίχνευσης που περιγράφε- 
ται στην ενότητα αυτή ισχύει για την ανίχνευση του 
παθογόνου σε δείγματα εδάφους αλλά μπορεί να χρη¬ 
σιμοποιηθεί επίσης για τη δοκιμή δειγμάτων στερεών 
αποβλήτων κατεργασίας πατάτας ή ιλύος επεξεργα¬ 
σίας λυμάτων. Θα πρέπει, ωστόσο, να σημειωθεί ότι 
οι εν λόγω μέθοδοι δεν διαθέτουν επαρκή ευαισθησία 
έτσι ώστε να εγγυηθούν την ανίχνευση χαμηλών ή/και 
ακανόνιστα διασκορπισμένων πληθυσμών του ΒαΙεΙοηίβ 
εοΙαηΒΟθβΓυπΊ που είναι δυνατόν να υπάρχουν σε φυ- 
σικώς μολυσμένα δείγματα των εν λόγω υποστρωμά¬ 
των. 

Οι περιορισμοί του εν λόγω σχήματος δοκιμής όσον 
αφορά την ευαισθησία πρέπει να λαμβάνονται υπόψη 
κατά την αξιολόγηση της αξιοπιστίας τυχόν αρνητι¬ 
κών αποτελεσμάτων καθώς επίσης και όταν χρησιμο¬ 
ποιούνται σε επισκοπήσεις για τον προσδιορισμό της 
παρουσίας ή απουσίας του παθογόνου στο έδαφος ή 
την ιλύ. Η πιο αξιόπιστη δοκιμή για την ανίχνευση της 
παρουσίας του παθογόνου στο έδαφος ενός αγρού είναι 
η φύτευση ευπαθούς ξενιστή και η παρακολούθησή του 
όσον αφορά το ενδεχόμενο μόλυνσης, αλλά ακόμη και 
με τη μέθοδο αυτή τα χαμηλά επίπεδα μόλυνσης θα 
διαφύγουν την ανίχνευση. 

2.1. Προετοιμασία του δείγματος 

2.1.1. Η δειγματοληψία εδάφους στον αγρό θα πρέπει 
να διενεργείται σύμφωνα με τις τυποποιημένες αρχές 
της δειγματοληψίας για νηματώδεις. Συλλέγουμε 0,5 
- 1 1<9 εδάφους ανά δείγμα από 60 θέσεις ανά 0,3 ίια 
από βάθος 10-20 οπι (ή σε επιφάνεια 7x7 μέτρων). Εάν 
υπάρχουν υπόνοιες για την παρουσία του παθογόνου, 
αυξάνουμε τον αριθμό σημείων συλλογής σε 120 ανά 
0,3 (ί 3. Διατηρούμε τα δείγματα στους 12-15 °Θ πριν 
από τη διενέργεια των δοκιμών. Η δειγματοληψία ιλύος 
κατεργασίας πατάτας ή λυμάτων πραγματοποιείται με 
τη συλλογή συνολικά 1 Κρ από τοποθεσίες που αντι¬ 
στοιχούν στο συνολικό όγκο της ιλύος προς εξέταση. 
Αναμειγνύουμε καλά κάθε δείγμα πριν από τη διενέρ¬ 
γεια δοκιμής. 

2.1.2. Διασκορπίζουμε υπο-δείγματα των 10 - 25 9 
εδάφους ή ιλύος με περιστροφική ανάδευση (250 ιρπι) 
σε 60-150 πιΙ ρυθμιστικού διαλύματος εξαγωγής (προ¬ 
σάρτημα 4) για μέγιστο χρονικό διάστημα 2 ωρών. Εάν 
είναι απαραίτητο, η προσθήκη 0,02% αποστειρωμένου 
Τννθθη-20 και 10 - 20 9 αποστειρωμένου σκύρου μπορεί 
να ενισχύσει το διασκορπισμό. 

2.1.3. Το αιώρημα διατηρείται στους 4 °Θ κατά τη δι¬ 
άρκεια της διεξαγωγής της δοκιμής. 

2.2. Διενέργεια δοκιμών 

Βλέπε το διάγραμμα ροής και την περιγραφή των 
δοκιμών στα σχετικά προσαρτήματα. 

ΕΝΟΤΗΤΑ VI 

Βελτιστοποιημένα πρωτόκολλα για την ανίχνευση και 
ταυτοποίηση του Β. εοΙαπβοθαΓυπι 

Α. Δοκιμές διάγνωσης και ανίχνευσης 

1. Δοκιμή εκκρίσεων από το στέλεχος 

Η παρουσία του Β. εοΙαπεοθαΓυπι σε στελέχη μαραμέ¬ 
νων φυτών πατάτας, τομάτας ή άλλων ξενιστών μπο¬ 
ρεί να εκτιμηθεί με την ακόλουθη απλή προκαταρκτική 


δοκιμή: Κόβουμε το στέλεχος πάνω ακριβώς από το 
έδαφος. Αναρτάται η κομμένη επιφάνεια μέσα σε σω¬ 
λήνα με καθαρό νερό. Παρατηρούμε εάν σε λίγα λεπτά 
παρουσιαστεί η χαρακτηριστική αυθόρμητη ροή βακτη- 
ριακού γλοιώδους εκκρίματος με τη μορφή κλωστών 
από τις κομμένες αγγειώδεις δέσμες. 

2. Ανίχνευση πολυ-β-υδροξυβουτυρικών κοκκίων 

1. Παρασκευάζουμε επίχρισμα της βακτηριακής εξί¬ 
δρωσης από τους μολυσμένους ιστούς ή από 48ωρη 
καλλιέργεια σε υλικό ΥΡΘΑ ή 3ΡΑ (προσάρτημα 2) σε 
αντικειμενοφόρο πλάκα μικροσκοπίου. 

2. Παρασκευάζουμε επίσης επιχρίσματα θετικού μάρ¬ 
τυρα από στέλεχος του Β. 3θΐ3Π3θθ3Γυπι βιοποικιλίας 
2 και, αν θεωρηθεί χρήσιμο, ένα επίχρισμα αρνητικού 
μάρτυρα ενός είδους γνωστού ως αρνητικού στην πα¬ 
ραγωγή ΡΗΒ. 

3. Αφήνουμε να ξηρανθούν και περνούμε την κατώτερη 
επιφάνεια κάθε αντικειμενοφόρου γρήγορα πάνω από 
φλόγα για να προσηλωθούν τα επιχρίσματα. 

4. Ακολουθεί χρώση του παρασκευάσματος με ΝίΙο 
ΒΙυο ή δυάβη ΒΙ3 οΙ< και εξετάζονται στο μικροσκόπιο 
ως εξής: 

Δοκιμή ΝίΙο ΒΙυο 

α) Κάθε αντικειμενοφόρος καλύπτεται πλήρως με 1% 
υδατικό διάλυμα ΝίΙο ΒΙυο Α και επωάζεται για 10 λεπτά 
στους 55 °Θ. 

β) Αποστραγγίζουμε το διάλυμα χρώσεως. Πλένου¬ 
με την πλάκα για λίγο προσεκτικά με ρέον νερό της 
βρύσης. Απομακρύνουμε την περίσσεια του νερού με 
απορροφητικό χαρτί. 

γ) Περιλούζουμε το επίχρισμα με 8% υδατικό διάλυμα 
οξικού οξέος και το αφήνουμε για επώαση επί 1 λεπτό 
σε θερμοκρασία εργαστηρίου. 

δ) Πλένουμε την πλάκα για λίγο προσεκτικά με ρέον 
νερό της βρύσης. Απομακρύνουμε την περίσσεια του 
νερού με απορροφητικό χαρτί. 

ε) Ξαναρίχνουμε μία σταγόνα νερό και τοποθετούμε 
μία καλυπτρίδα. 

στ) Εξετάζουμε το χρωσμένο επίχρισμα με μικροσκό¬ 
πιο επιφθορισμού στα 450 ηπι με ελαιοκαταδυτικό φακό 
σε μεγέθυνση 600-1000 χρησιμοποιώντας ένα έλαιο- ή 
υδατοκαταδυτικό αντικειμενικό φακό. 

ζ) Παρατηρούμε για την παρουσία κοκκίων ΡΗΒ με 
λαμπρό πορτοκαλί φθορισμό. Επίσης παρατηρούμε με 
κανονικό διερχόμενο φως για, να εξασφαλιστεί ότι τα 
κοκκία είναι ενδοκυτταρικά και ότι η μορφολογία των 
κυττάρων είναι η τυπική του Β. 3θΐ3Π3θθ3Γυπι. 

Δοκιμή δυά3Π ΒΙ3οΙ<: 

α) Κάθε αντικειμενοφόρος καλύπτεται πλήρως με 0,3% 
διάλυμα δυάαη ΒΙαοΚ Β σε 70% αιθανόλη και επωάζεται 
για 10 λεπτά σε θερμοκρασία εργαστηρίου. 

β) Αποστραγγίζουμε το διάλυμα χρώσεως, πλένουμε 
την πλάκα για λίγο προσεκτικά με ρέον νερό της βρύ¬ 
σης και απομακρύνουμε την περίσσεια του νερού με 
απορροφητικό χαρτί. 

γ) Οι αντικειμενοφόροι βυθίζονται για σύντομο χρονι¬ 
κό διάστημα σε ξυλόλη και στεγνώνουμε με απορροφη¬ 
τικό χαρτί. Προσοχή: Η ξυλόλη είναι επιβλαβής, γί αυτό 
πρέπει να λαμβάνουμε τις απαραίτητες προφυλάξεις 
ασφαλείας και να εργαζόμαστε σε απαγωγό εστία. 

δ) Περιλούζουμε τις αντικειμενοφόρους με 0,5% (β/ο) 
υδατικό διάλυμα σαφρανίνης και το αφήνουμε για 10 
δευτερόλεπτα σε θερμοκρασία εργαστηρίου. Προσοχή: 
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Η σαφρανίνη είναι επιβλαβής, γί αυτό πρέπει να λαμ¬ 
βάνουμε τις απαραίτητες προφυλάξεις ασφαλείας και 
να εργαζόμαστε σε απαγωγό εστία. 

ε) Ξεπλένουμε ήπια με ρέον νερό της βρύσης, στε¬ 
γνώνουμε με απορροφητικό χαρτί και τοποθετούμε μία 
καλυπτρίδα. 

στ) Εξετάζουμε τα χρωσμένα επιχρίσματα σε φω- 
τομικροσκόπιο χρησιμοποιώντας διερχόμενο φως με 
ελαιοκαταδυτικό φακό και με κλίμακα μεγέθυνσης 1000 
χρησιμοποιώντας ένα ελαιοκαταδυτικό αντικειμενικό. 

ζ) Παρατηρούμε για κοκκία ΡΗΒ που έχουν χρωσθεί 
μπλε-μαύρα μέσα σε κύτταρα του Π. εοΙαηβοββΓυηη με 
χρωσμένα ροζ κυτταρικά τοιχώματα. 

3. Δοκιμές οροσυγκόλλησης 

Η συγκόλληση των κυττάρων του Β. εοΙαπαοθαιχιπι 
σε βακτηριακή εξίδρωση ή εκχυλίσματα ιστών που πα¬ 
ρουσιάζουν συμπτώματα παρατηρείται καλύτερα με τη 
χρήση επικυρωμένων αντισωμάτων (βλέπε παράρτημα 
3) επισημασμένων με τους κατάλληλους χρωματικούς 
δείκτες, όπως κόκκινα κύτταρα δίαράγίοοοοσυδ αυΐΌυε ή 
χρωσμένα σωματίδια ΙαΙσχ. Εάν χρησιμοποιείται συσκευ- 
ασία που διατίθεται στο εμπόριο (βλέπε προσάρτημα 3), 
ακολουθούμε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Σε διαφο¬ 
ρετική περίπτωση, ακολουθείται η εξής διαδικασία: 

α) Αναμειγνύουμε σταγόνες ενός αιωρήματος επι- 
σημασμένου αντισώματος και βακτηριακής εξίδρωσης 
(περίπου 5 μΙ το καθένα) σε φατνία πολυφατνιακών 
αντικειμενοφόρων δοκιμής. 

β) Παρασκευάζουμε θετικούς και αρνητικούς μάρτυ¬ 
ρες χρησιμοποιώντας αιωρήματα του Β. εοΙαηαοβαΓυπη 
βιοποικιλίας 2 και ετερόλογου στελέχους. 

γ) Παρατηρούμε εάν υπάρχει συγκόλληση σε θετικά 
δείγματα μετά από ελαφρά ανάμειξη για 15 δευτερό¬ 
λεπτα. 

4. Εκλεκτική απομόνωση 

4.1. Εκλεκτική απομόνωση επί στερεού υποστρώμα¬ 
τος 

Σημείωση: Προτού χρησιμοποιήσετε για πρώτη φορά 
τη μέθοδο αυτή, πρέπει να πραγματοποιήσετε προ¬ 
καταρκτικές δοκιμές έτσι ώστε να εξασφαλισθεί η 
αναπαραγώγιμη ανίχνευση 10 3 έως ΙΟ 4 μονάδων που 
σχηματίζουν αποικίες του Β. εοΙαπαοοαΓυπι ανά πιΙ που 
προστίθεται σε εκχυλίσματα από δείγματα που προη¬ 
γουμένως έδειξαν αρνητικά αποτελέσματα. 

Χρησιμοποιείστε ένα κατάλληλο επικυρωμένο εκλε- 
κτικό θρεπτικό υπόστρωμα όπως το 5Μ3Α (όπως τρο¬ 
ποποιήθηκε από τον ΕΙρόίηεΙοηο θΐ 31., 1996- βλέπε προ¬ 
σάρτημα 2). 

Χρειάζεται επίσης προσοχή ώστε το Β. εοΐαπαοθαιτιηη 
να διαφοροποιείται από τυχόν άλλα βακτήρια που μπο¬ 
ρεί να αναπτύξουν αποικίες στο θρεπτικό υπόστρωμα. 
Επιπροσθέτως, οι αποικίες του Β. εοΙαπαοθαΓυπι ενδέ¬ 
χεται να παρουσιάζουν μη τυπική μορφολογία εάν τα 
τρυβλία έχουν υπερβολικούς πληθυσμούς του βακτη¬ 
ρίου ή υπάρχουν επίσης ανταγωνιστικά βακτήρια. Στις 
περιπτώσεις που υπάρχουν υπόνοιες για φαινόμενα 
ανταγωνισμού, το δείγμα πρέπει να επανεξετάζεται με 
διαφορετική δοκιμή. 

Είναι δυνατόν να αναμένεται η ύψιστη ευαισθησία 
ανίχνευσης με τη μέθοδο αυτή όταν χρησιμοποιούνται 
εκχυλίσματα δειγμάτων που έχουν μόλις παρασκευα- 
σθεί. Ωστόσο, η μέθοδος εφαρμόζεται επίσης για εκ¬ 
χυλίσματα που έχουν αποθηκευθεί σε γλυκερίνη στους 
- 68 έως -86 °Ω. 


Ως θετικοί μάρτυρες, παρασκευάζονται δεκαδικές 
αραιώσεις από αιώρημα 10 6 οίυ ανά πιΙ παθογόνου στε¬ 
λέχους του Β. 5θΐ3η3θθ3Γυπι βιοποικιλίας 2 (π.χ. ΝΩΡΡΒ 
4156 = Ρϋ 2762 = ΩΕΒΡ 3857). Για την αποφυγή ενδεχό¬ 
μενης μόλυνσης, παρασκευάζονται θετικοί μάρτυρες 
πλήρως διαχωρισμένοι από τα δείγματα προς δοκιμή. 

Η καταλληλότητα κάθε νέας παρτίδας εκλεκτικού 
υποστρώματος όσον αφορά την ανάπτυξη του παθο- 
γόνου πρέπει να ελέγχεται πριν χρησιμοποιηθεί για τον 
έλεγχο των συνήθων δειγμάτων. 

Η δοκιμή του υλικού των μαρτύρων γίνεται με τον ίδιο 
τρόπο όπως αυτή του ή των δειγμάτων. 

4.1.1. Πραγματοποιείται η κατάλληλη τεχνική αραιώ- 
σεων επί στερεού υποστρώματος με στόχο να εξα- 
σφαλισθεί ότι αραιώνονται οποιοιδήποτε πληθυσμοί 
σαπροφύτων που σχηματίζουν αποικίες. Απλώνονται 
50 - 100 μΙ ανά τρυβλίο εκχυλίσματος δείγματος και 
κάθε αραίωση. 

4.1.2. Τα τρυβλία επωάζονται στους 28 0 Ο. Γίνεται ανά¬ 
γνωση των τρυβλίων μετά από 48 ώρες και στη συνέ¬ 
χεια κάθε μέρα για 6 ημέρες. Οι τυπικές αποικίες του 
Β. 8θΐ3η3θθ3Γυπη σε θρεπτικό υπόστρωμα 3Μ3Α είναι 
γαλακτώδους χροιάς λευκές, επίπεδες, ακανόνιστες και 
ρευστώδεις και μετά από επώαση 3 ημερών αναπτύσ¬ 
σουν ρόδινο έως αιματέρυθρο χρώμα στο κέντρο με 
εσωτερικές ραβδώσεις ή ελικώσεις. 

(βλέπε 511ρ://ίθΓυπη.ΘυΓορ3.θυ.ίηΙ/ΡυόΙίο/ίΓα/53ηοο/Ηοιτΐθ/ 
πΐ3ίη). 

Σημείωση: Ορισμένες φορές στο εν λόγω θρεπτικό 
υπόστρωμα σχηματίζονται μη τυπικές αποικίες του Β. 
εοίβηοοθαιχιπι. Οι αποικίες αυτές ενδέχεται να είναι μι¬ 
κρές, στρογγυλές, εντελώς κόκκινες στο χρώμα και μη 
ρευστώδεις ή μόνον μερικώς ρευστώδεις και, για το 
λόγο αυτό, είναι δύσκολο να τις ξεχωρίσει κανείς από 
σαπροφυτικά βακτήρια που σχηματίζουν αποικίες. 

4.1.3. Καθαρίζονται οι πιθανές αποικίες του Β. 
εοΙβηαοθΒΓυπι ύστερα από γραμμωτή εξάπλωση ή εξά- 
πλωση διαδοχικών αραιώσεων σε τρυβλία σε γενικής 
χρήσης θρεπτικό υλικό για την επίτευξη απομονωμένων 
αποικιών (βλέπε προσάρτημα 2). 

4.1.4. Οι καλλιέργειες αποθηκεύονται για βραχέα δια¬ 
στήματα σε αποστειρωμένο νερό (ρΗ 6-8, χωρίς χλώριο) 
σε θερμοκρασία δωματίου στο σκοτάδι ή για μακρά 
διαστήματα σε κατάλληλο κρυοπροστατευτικό υλικό 
στους -68 έως -86 “Ο ή λυοφιλιωμένες. 

4.1.5. Ταυτοποιούνται οι πιθανές καλλιέργειες (βλέπε 
ενότητα \/Ι.Β.) και πραγματοποιείται δοκιμή παθογένειας 
(βλέπε ενότητα Ν/Ι.Γ). 

Ερμηνεία των αποτελεσμάτων της δοκιμής εκλεκτικής 
απομόνωσης επί στερεού θρεπτικού υποστρώματος 

Η δοκιμή αυτή είναι αρνητική εάν δεν παρατηρηθούν 
βακτηριακές αποικίες μετά από 6 ημέρες ή δεν εντο- 
πισθούν πιθανές τυπικές αποικίες του Β. 3θΐ3η3θθ3Γυηη, 
υπό την προϋπόθεση ότι δεν υπάρχουν υπόνοιες για 
παρεμπόδιση λόγω ανταγωνισμού από άλλα βακτήρια 
και ότι στους θετικούς μάρτυρες έχουν βρεθεί τυπικές 
αποικίες Β. εοΙαπβοββΓυπη. 

Η δοκιμή είναι θετική εάν απομονωθούν πιθανές αποι¬ 
κίες του Β. 5θΐ3η3θθ3Γυπι. 

4.2. Διαδικασία εμπλουτισμού 

Χρησιμοποιούμε ένα επικυρωμένο υπόστρωμα εμπλου¬ 
τισμού όπως ο τροποποιημένος ζωμός \Α/ίΙόππΙ< (βλέπε 
προσάρτημα 2). 
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Η διαδικασία αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την 
εκλεκτική αύξηση των πληθυσμών του Β. εοΙαπαοΘαιτιπι 
σε εκχυλίσματα δειγμάτων και για την ενίσχυση της 
ευαισθησίας ανίχνευσης. Η εν λόγω διαδικασία, αραιώνει 
επίσης αποτελεσματικά παρεμποδιστές της αντίδρα¬ 
σης ΡΘΒ (1:100). Θα πρέπει, ωστόσο, να σημειωθεί ότι ο 
εμπλουτισμός του Β. δοΙαπαοθαιτιηη μπορεί να αποτύχει 
λόγω ανταγωνισμού από σαπροφυτικούς οργανισμούς οι 
οποίοι επίσης εμπλουτίζονται ταυτόχρονα. Για το λόγο 
αυτό, η απομόνωση του Β. εοΐαπαοθαιχιηη από εμπλουτι¬ 
σμένες καλλιέργειες ζωμού ενδέχεται να είναι δύσκολη. 
Επιπροσθέτως, καθώς μπορεί να αυξηθούν οι πληθυσμοί 
ορολογικά σχετιζομένων βακτηρίων, συνιστάται η χρήση 
εξειδικευμένων μονοκλωνικών αντισωμάτων αντί πολυ- 
κλωνικών αντισωμάτων όσον αφορά τις περιπτώσεις 
που πρόκειται να χρησιμοποιηθεί η δοκιμή ΕΙ_Ι3Α. 

4.2.1. Όσον αφορά την ΡΘΒ εμπλουτισμού, μεταφέ¬ 
ρουμε 100 μΙ εκχυλίσματος δείγματος σε 10 ηπΙ ζωμού 
εμπλουτισμού (προσάρτημα 2) που έχει προηγουμένως 
τοποθετηθεί σε επιμέρους ίσες ποσότητες σε σωλήνες 
ή φιάλες απαλλαγμένες από ϋΝΑ. Για την ΕΙ_Ι3Α εμπλου¬ 
τισμού, είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθούν μεγαλύτερες 
αναλογίες εκχυλίσματος δείγματος σε σχέση με το 
ζωμό (π.χ. 100 μΙ σε 1,0 γπΙ ζωμού εμπλουτισμού). 

4.2.2. Επωάζουμε για 72 ώρες στους 27 έως 30 °Ό 
σε ανακινούμενη ή στατική καλλιέργεια διατηρώντας 
το καπάκι προσαρμοσμένο χαλαρά έτσι ώστε να είναι 
δυνατός ο αερισμός. 

4.2.3. Αναμειγνύουμε καλά πριν από τη διεξαγωγή των 
δοκιμών ΕΙ_Ι3Α ή ΡΘΒ. 

4.2.4. Επεξεργαζόμαστε τον εμπλουτισμένο ζωμό με 
τον ίδιο τρόπο όπως το (τα) δείγμα(-τα) στις ανωτέρω 
δοκιμές. 

Σημείωση: Εάν αναμένουμε παρεμπόδιση του εμπλου¬ 
τισμού του Β. εοΙαπασθαΓυπι λόγω των υψηλών πλη¬ 
θυσμών ορισμένων ανταγωνιστικών σαπροφυτικών 
βακτηρίων, είναι δυνατόν να παραχθούν καλύτερα 
αποτελέσματα εάν εμπλουτισθούν τα εκχυλίσματα 
δείγματος πριν από οιαδήποτε φυγοκέντριση ή άλλες 
ενέργειες συγκέντρωσης. 

5. Δοκιμή ΙΡ 

Αρχή 

Η χρήση της δοκιμής ΙΡ ως αρχικής δοκιμής διαλογής 
συνιστάται λόγω της αποδεδειγμένης ευρωστίας της 
για την επίτευξη των απαιτούμενων ορίων. 

Όταν η δοκιμή ΙΡ χρησιμοποιείται ως αρχική δοκιμή 
διαλογής και η ανάγνωση ΙΡ είναι θετική, πρέπει να 
πραγματοποιηθεί η δοκιμή απομόνωσης, ΡΘΒ ή ΡΙ3ΡΙ ως 
δεύτερη δοκιμή διαλογής. Όταν η δοκιμή ΙΡ χρησιμοποι¬ 
είται ως δεύτερη δοκιμή διαλογής και η ανάγνωση ΙΡ 
είναι θετική, απαιτείται διεξαγωγή περαιτέρω δοκιμών 
σύμφωνα με το διάγραμμα ροής για την ολοκλήρωση 
της ανάλυσης. 

Σημείωση: Χρησιμοποιούμε επικυρωμένη πηγή αντισω¬ 
μάτων του Β. δθΐ3η3σθ3Γυιτι (βλέπε Ιστοχώρο ίιΙΙρ://ίθΓυηη. 
θυΓορ3.θυ.ίηΙ/ΡυόΙΙα/ίΓα/33ηαο/ΗοπΐΘ/πΊ3ίη). Συνιστάται ο 
προσδιορισμός του τίτλου για κάθε νέα παρτίδα αντι¬ 
σωμάτων. Ως τίτλος ορίζεται η μεγαλύτερη αραίωση 
στην οποία λαμβάνει χώρα η βέλτιστη αντίδραση όταν 
υποβάλλεται σε δοκιμή αιώρημα που περιέχει 10 5 έως 
10 6 κύτταρα ανά πιΙ του ομόλογου στελέχους του Β. 
3θΐ3η3θθ3Γυπη και χρησιμοποιείται κατάλληλο σύμπλοκο 
ισοθειοκυανικής φθορεϊσίνης (ΡΙΤΘ) σύμφωνα με τις συ¬ 


στάσεις του κατασκευαστή. Οι επικυρωμένοι πολυκλω- 
νικοί αντιορροί πρέπει να έχουν τίτλο ΙΡ τουλάχιστον 
1:2000. Κατά τη διάρκεια της δοκιμής, τα αντισώματα 
πρέπει να χρησιμοποιούνται σε αραίωση(-εις) εργασίας 
(\Λ/Ω) στον τίτλο ή κοντά στον τίτλο. 

Η δοκιμή πρέπει να πραγματοποιείται σε εκχυλίσματα 
δειγμάτων που έχουν μόλις παρασκευασθεί. Εάν είναι 
απαραίτητο, μπορεί να πραγματοποιηθεί με επιτυχία σε 
εκχυλίσματα που έχουν αποθηκευθεί σε θερμοκρασία 
-68 έως -86 °Θ σε γλυκερίνη. Η γλυκερίνη είναι δυνατόν 
να αφαιρεθεί από το δείγμα με την προσθήκη 1 ηηΙ ρυθ¬ 
μιστικού διαλύματος ιζήματος (προσάρτημα 4), εκ νέου 
φυγοκέντριση για 15 λεπτά σε 7000 ρ και επανασχημα- 
τισμό αιωρήματος σε ίσο όγκο ρυθμιστικού διαλύματος 
ιζήματος. Συχνά αυτό δεν είναι αναγκαίο, ιδιαίτερα εάν 
τα δείγματα αντικειμενοφόρου έχουν προσηλωθεί στις 
αντικειμενοφόρους με διέλευση από φλόγα. 

Παρασκευάζονται ξεχωριστά ως θετικοί μάρτυρες 
αντικειμενοφόροι από ομόλογο στέλεχος ή άλλο στέλε¬ 
χος αναφοράς του Β. εοΙαηβοββΓυηη, που είναι αιώρημα 
σε εκχύλισμα πατάτας, όπως περιγράφεται στο προ¬ 
σάρτημα 3 Β, και προαιρετικά σε ρυθμιστικό διάλυμα. 

Ως παρόμοιοι μάρτυρες πρέπει να χρησιμοποιούνται, 
όποτε είναι δυνατόν, στην ίδια αντικειμενοφόρο, φυσι- 
κώς μολυσμένοι ιστοί (που διατηρούνται με λυοφιλίωση 
ή κατάψυξη στους -16 έως -24°Θ). 

Ως αρνητικοί μάρτυρες είναι δυνατόν να χρησιμοποι¬ 
ηθούν κατάλληλες ποσότητες εκχυλίσματος δείγματος 
που προηγουμένως είχε δοκιμαστεί και ήταν αρνητικό 
όσον αφορά το Β. 3θΐ3η3θθ3Γυηη. 

Στο προσάρτημα 3 παρατίθενται τυποποιημένα υλικά 
θετικών και αρνητικών μαρτύρων που διατίθενται προς 
χρήση στο πλαίσιο της εν λόγω δοκιμής. 

Χρησιμοποιούνται πολυφατνιακές αντικειμενοφόροι 
πλάκες μικροσκοπίου με 10 κατά προτίμηση φατνία δι¬ 
αμέτρου τουλάχιστον 6 πιπι. 

Η δοκιμή του υλικού των μαρτύρων γίνεται με τον ίδιο 
τρόπο όπως αυτή του ή των δειγμάτων. 

5.1. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες δοκιμής προετοιμάζο¬ 
νται με μία από τις ακόλουθες διαδικασίες: 

ί) Γ ια ιζήματα με μικρή σχετικά ποσότητα ιζήματος 
αμύλου: 

Στο πρώτο φατνίο, φέρεται μετρημένος με σιφώνιο 
συγκεκριμένος όγκος (15 μΙ είναι αρκετός για φατνία με 
διάμετρο 6 πιπη - ο όγκος κλιμακώνεται προς τα άνω 
για μεγαλύτερα φατνία) αραίωσης 1/100 του αιωρήμα¬ 
τος του ιζήματος πατάτας. Στη συνέχεια, φέρεται με 
σιφώνιο όμοιος όγκος μη αραιωμένου ιζήματος (1/1) στα 
υπόλοιπα φατνία διαδοχικά. Η δεύτερη σειρά μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί ως δείγμα εις διπλούν ή για ένα δεύτερο 
δείγμα όπως φαίνεται στην εικόνα 1. 

ϋ) Για άλλα ιζήματα: 

Παρασκευάζονται δεκαδικές αραιώσεις (1/10 και 1/100) 
του αιωρήματος του ιζήματος σε ρυθμιστικό διάλυμα 
ιζήματος. Σε μία σειρά φατνίων, φέρεται μετρημένος με 
σιφώνιο συγκεκριμένος όγκος (15 μΙ είναι αρκετός για 
φατνία με διάμετρο 6 ηηπι - ο όγκος κλιμακώνεται προς 
τα άνω για μεγαλύτερα φατνία) του αιωρήματος του 
ιζήματος και κάθε αραίωση. Η δεύτερη σειρά μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί ως επανάληψη του δείγματος ή για ένα 
δεύτερο δείγμα όπως φαίνεται στην εικόνα 2. 

5.2. Τα σταγονίδια στεγνώνονται σε θερμοκρασία 
εργαστηρίου ή με θέρμανση σε θερμοκρασίες 40 έως 
45 °Θ. Τα βακτηριακά κύτταρα προσηλώνονται στην 
αντικειμενοφόρο με θέρμανση (15 λεπτά στους 60 °Θ), 
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με φλόγα, με 95 % αιθανόλη ή σύμφωνα με τις συγκεκρι¬ 
μένες οδηγίες των προμηθευτών των αντισωμάτων. 

Εάν είναι απαραίτητο, οι προσηλωμένες αντικειμενο- 
φόροι είναι δυνατόν να φυλαχθούν στη συνέχεια στην 
κατάψυξη σε αφυδατωμένο δοχείο για όσο το δυνατόν 
μικρότερο χρονικό διάστημα (το μέγιστο για 3 μήνες) 
προτού υποβληθούν σε περαιτέρω δοκιμές. 

5.3. Διαδικασία ΙΡ 

ί) Σύμφωνα με την προετοιμασία της αντικειμενοφό- 
ρου δοκιμής στο σημείο 5.1.Ϊ): 


Παρασκευάζεται μία σειρά αραιώσεων στο διπλάσιο. 
Το πρώτο φατνίο πρέπει να έχει % του τίτλου (Τ/2), τα 
υπόλοιπα Ό του τίτλου (Τ/4), % του τίτλου (Τ/2), τον 
τίτλο (Τ) και το διπλάσιο του τίτλου (2Τ). 

ϋ) Σύμφωνα με την ετοιμασία της αντικειμενοφόρου 
προς δοκιμή στο σημείο 5.1.Ν): 

Παρασκευάζεται η αραίωση εργασίας (\Α/ΰ) του αντι¬ 
σώματος σε ρυθμιστικό διάλυμα για ΙΡ. ΡΙ αραίωση ερ¬ 
γασίας επηρεάζει την εξειδίκευση. 


Εικόνα 1. Προετοιμασία της αντικειμενοφόρου δοκιμής σύμφωνα με τα 
σημεία 5.1 .ϊ) και 5.3.Ϊ) 


Αραιώσεις του αναδιαλυμένσυ ιζήματος 



1/100 

1/1 

1/1 

1/1 

1/1 

Π Αραίωση του 

αναδιαλυμένου ιζήματος 

(Τ =τίτλος) 

Τ/2 

Τ/4 

Τ/2 

Τ 

2Τ 

Π Αραιώσεις του 

αντιορρού/αντισώματος 
στο διπλάσιο 


Δείγμα 1 

• 

• 

• 

• 

• 


1 

2 

3 

4 

5 

Επανάληψη του 
δείγματος 1 ή δείγμα 2 

• 

• 

• 

• 

• 


6 

7 

8 

9 

10 


Εικόνα 2. Προετοιμασία της αντικειμενοφόρου δοκιμής σύμφωνα με τα 
σημεία 5.1.ϊϊ) και 5.3.ϋ). 


Αραίωση εργασίας του αντιορρού/αντισώματος 



1/1 

1/10 

1/100 

κενό 

κενό 

Δείγμα 1 

• 

• 

• 

• 

• 


1 

2 

3 

4 

5 

Επανάληψη του 
δείγματος 1 ή δείγμα 2 

• 

• 

• 

• 

• 


6 

7 

8 

9 

10 


Δεκαδική 
αραίωση του 
αναδιαλυμένου 
ιζήματος 
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5.3.1. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες διευθετούνται πάνω 
σε ένυγρο απορροφητικό χαρτί. Κάθε φατνίο δοκιμής 
καλύπτεται πλήρως με την ή τις αραιώσεις αντισώμα¬ 
τος. Ο όγκος του αντισώματος που εφαρμόζεται σε 
κάθε φατνίο πρέπει να είναι τουλάχιστον ίσος με τον 
όγκο του εφαρμοσθέντος εκχυλίσματος. 

Η ακόλουθη διαδικασία πρέπει να εφαρμόζεται στην 
περίπτωση που δεν υπάρχουν συγκεκριμένες οδηγίες 
από τους προμηθευτές των αντισωμάτων: 

5.3.2. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες επωάζονται σε ένυ¬ 
γρο χαρτί κάτω από ένα κάλυμμα για 30 λεπτά σε 
θερμοκρασία εργαστηρίου (18-25 °0). 

5.3.3. Τα σταγονίδια απομακρύνονται με ένα ελαφρό 
τίναγμα από την αντικειμενοφόρο και ακολουθεί προ¬ 
σεκτικό ξέπλυμα με ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ. Πλένονται 
με βύθισμα για 5 λεπτά σε ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ-Τννοθη 
(προσάρτημα 4) και στη συνέχεια σε ρυθμιστικό διάλυμα 
ΙΡ. Πρέπει να αποφεύγεται η δημιουργία αερολυμάτων ή 
η μεταφορά σταγονιδίων που θα μπορούσαν να έχουν 
ως αποτέλεσμα την επιμόλυνση. ΡΙ περίσσεια υγρασίας 
αφαιρείται προσεκτικά χρησιμοποιώντας με απαλές 
κινήσεις ένα στυπόχαρτο. 

5.3.4. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες διευθετούνται πάνω 
σε ένυγρο χαρτί. Τα φατνία δοκιμής καλύπτονται με την 
αραίωση του συμπλόκου ΡΙΤΟ που χρησιμοποιείται για 
τον προσδιορισμό του τίτλου. Ο όγκος του χρησιμοποι¬ 
ούμενου στα φατνία συμπλόκου πρέπει να είναι ίδιος με 
τον όγκο του εφαρμοσθέντος αντισώματος. 

5.3.5. Οι αντικειμενοφόροι επωάζονται σε ένυγρο χαρτί 
κάτω από ένα κάλυμμα για 30 λεπτά σε θερμοκρασία 
εργαστηρίου (18-25 °0). 

5.3.6. Τα σταγονίδια του συμπλόκου απομακρύνονται 
με ελαφρό τίναγμα από την αντικειμενοφόρο. Οι αντι- 
κειμενοφόροι ξεπλένονται και πλένονται όπως προη¬ 
γουμένως (5.3.3). 

ΡΙ περίσσεια υγρασίας αφαιρείται προσεκτικά. 

5.3.7. Σε κάθε φατνίο φέρονται με σιφώνιο 5-10 μΙ 
Ο,ΙΜ φωσφορικού ρυθμιστικού διαλύματος γλυκερί¬ 
νης (προσάρτημα 4) ή εμπορικού αντιξεθωριαστικού 
υλικού έγκλεισης και τα φατνία καλύπτονται με μία 
καλυπτρίδα. 

5.4. Ανάγνωση της δοκιμής ΙΡ 

5.4.1. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες δοκιμής εξετάζονται 
σε μικροσκόπιο επιφθορισμού με φίλτρα κατάλληλα για 
τη διέγερση του ΡΙΤΟ, με έλαιο- ή υδατοκαταδυτικό 
φακό σε μεγέθυνση 500-1000 χ. Τα φατνία εξετάζονται 
κατά δύο κάθετες διαμέτρους και κατά την περίμε¬ 
τρό τους. Όσον αφορά τα δείγματα που δεν δείχνουν 
καθόλου κύτταρα ή δείχνουν μικρό αριθμό κυττάρων, 
πρέπει να παρατηρηθούν τουλάχιστον 40 πεδία μικρο¬ 
σκοπίου. 

Πρώτα ελέγχεται η αντικειμενοφόρος του θετικού 
μάρτυρα. Τα κύτταρα πρέπει να είναι πλήρως χρωσμέ- 
να με λαμπρό φθορισμό στον προσδιορισμένο τίτλο 
αντισώματος ή την αραίωση εργασίας. Σε περίπτωση 
παρέκκλισης της χρώσης, η δοκιμή ΙΡ (ενότητα νΐ.Α.5.) 
επαναλαμβάνεται. 

5.4.2. Εξετάζεται εάν υπάρχουν λαμπρώς φθορίζο- 
ντα κύτταρα με τη χαρακτηριστική μορφολογία του Π. 
εοΙαηαοΘαΓυπΊ στα φατνία δοκιμής των αντικειμενοφό- 
ρων πλακών δοκιμής (βλ. ιστοχώρο ΙιΙΙρ://ίοι·υηη.θυΐΌρ3. 
θϋ.ίηΙ/ΡυάΙίο/ίΓθ/δ3ηοο/Ηοπΐθ/πΐ3ίη). Η ένταση του φθορι- 
σμού πρέπει να είναι ισοδύναμη με εκείνη του θετικού 


μάρτυρα με ίδια αραίωση αντισώματος. Κύτταρα με 
ατελή χρώση ή με ασθενή φθορισμό δεν πρέπει να 
λαμβάνονται υπόψη. 

Εάν υπάρχει υποψία μόλυνσης, η δοκιμή πρέπει να 
επαναληφθεί. Κάτι τέτοιο υπάρχει περίπτωση να συμβεί 
εάν όλες οι αντικειμενοφόροι μιας παρτίδας δείχνουν 
θετικά κύτταρα λόγω μόλυνσης του ρυθμιστικού δι¬ 
αλύματος ή εάν βρεθούν θετικά κύτταρα (εκτός των 
φατνίων της αντικειμενοφόρου) στην επικάλυψη της 
αντικειμενοφόρου. 

5.4.3. Υπάρχουν διάφορα προβλήματα σύμφυτα με 
την εξειδίκευση της δοκιμής ανοσοφθορισμού. Τα ιζή¬ 
ματα των κώνων από το σημείο πρόσφυσης του στολο- 
νίου και των τμημάτων των στελεχών περιέχουν συχνά 
πληθυσμούς φθοριζόντων κυττάρων μη τυπικής μορφο¬ 
λογίας καθώς και μη ειδικώς αντιδρώντα σαπροφυτικά 
βακτήρια όμοιου μεγέθους και μορφολογίας με το Β. 

50ΐ3Π30θ3Γϋπΐ. 

5.4.4. Λαμβάνονται υπόψη μόνον τα φθορίζοντα κύτ¬ 
ταρα με τυπικό μέγεθος και μορφολογία στον τίτλο 
ή την αραίωση εργασίας των αντισωμάτων όπως στο 
σημείο 5.3. 

5.4.5. Ερμηνεία των αποτελεσμάτων ΙΡ: 

ί) Εάν βρίσκονται λαμπρώς φθορίζοντα κύτταρα με 
χαρακτηριστική μορφολογία, εκτιμάται ο μέσος αριθμός 
τυπικών κυττάρων ανά πεδίο μικροσκοπίου και υπολο¬ 
γίζεται ο αριθμός των τυπικών κυττάρων ανά γπΙ του 
αναδιαλυμένου ιζήματος (προσάρτημα 5). 

Η ανάγνωση ΙΡ είναι θετική για δείγματα με τουλάχι¬ 
στον 5x10 3 τυπικά κύτταρα ανά γπΙ του αναδιαλυμένου 
ιζήματος. Το δείγμα θεωρείται ενδεχομένως μολυσμένο 
και απαιτείται η διενέργεια περαιτέρω δοκιμών. 

μ) Η ανάγνωση ΙΡ είναι αρνητική για δείγματα με λιγό¬ 
τερο από 5x10 3 κύτταρα ανά πιΙ αναδιαλυμένου ιζήματος 
και το δείγμα θεωρείται αρνητικό. Δεν απαιτείται η 
διεξαγωγή περαιτέρω δοκιμών. 

6. Δοκιμές ΡΟΒ 

Αρχές 

Όταν η δοκιμή ΡΟΒ χρησιμοποιείται ως αρχική δο¬ 
κιμή διαλογής και έχει θετικά αποτελέσματα, πρέπει 
να πραγματοποιηθεί η απομόνωση ή ΙΡ ως δεύτερη 
υποχρεωτική δοκιμή διαλογής. Όταν η δοκιμή ΡΟΒ 
χρησιμοποιείται ως δεύτερη δοκιμή διαλογής και έχει 
θετικά αποτελέσματα, απαιτείται διεξαγωγή περαιτέ¬ 
ρω δοκιμών σύμφωνα με το διάγραμμα ροής για την 
ολοκλήρωση της διάγνωσης. 

ΡΙ πλήρης αξιοποίηση της μεθόδου αυτής ως αρχικής 
δοκιμής διαλογής συνιστάται μόνον όταν έχει αποκτηθεί 
εξειδικευμένη εμπειρία. 

Σημείωση: Οι προκαταρκτικές δοκιμές με τη μέθο¬ 
δο αυτή πρέπει να επιτρέπουν την αναπαραγώγιμη 
ανίχνευση τουλάχιστον ΙΟ 3 έως ΙΟ 4 κυττάρων του Β. 
εοΙβηαοθβΓυπΊ ανά πιΙ που προστίθεται σε εκχυλίσματα 
δειγμάτων που προηγούμενως έδειξαν αρνητικά αποτε¬ 
λέσματα. Μπορεί να χρειασθούν πειράματα αριστοποί¬ 
ησης για την επίτευξη των μέγιστων επιπέδων ευαισθη¬ 
σίας και εξειδίκευσης σε όλα τα εργαστήρια. 

Χρησιμοποιούνται επικυρωμένα αντιδραστήρια και 
πρωτόκολλα ΡΟΒ (βλέπε προσάρτημα 6). Επιλέγεται 
κατά προτίμηση μέθοδος με εσωτερικό μάρτυρα. 

Λαμβάνονται οι κατάλληλες προφυλάξεις ώστε να 
αποφευχθεί η μόλυνση του δείγματος με ϋΝΑ στόχο. 
Η δοκιμή ΡΟΒ θα πρέπει να πραγματοποιείται από πε- 
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πειραμένους τεχνικούς, σε καθιερωμένα εργαστήρια 
μοριακής βιολογίας, έτσι ώστε να ελαχιστοποιηθεί η 
πιθανότητα μόλυνσης με ΟΝΑ στόχο. 

Οι αρνητικοί μάρτυρες πρέπει πάντοτε (εξαγωγή ΩΝΑ 
και ΡΟΗ) να χειρίζονται ως τελικό δείγμα στη διαδι¬ 
κασία, έτσι ώστε να καθίσταται φανερή ενδεχόμενη 
μεταφορά ϋΝΑ. 

Στη δοκιμή ΡΟΗ πρέπει να περιλαμβάνονται οι ακό¬ 
λουθοι αρνητικοί μάρτυρες: 

- εκχύλισμα δείγματος που προηγουμένως ήταν αρ¬ 
νητικό στη δοκιμή για το Η. εοΙβηεοθβΓυπι, 

- μάρτυρες ρυθμιστικών διαλυμάτων που χρησιμο¬ 
ποιούνται για την εξαγωγή του βακτηρίου και του ϋΝΑ 
από το δείγμα, 

- μείγμα αντίδρασης ΡΟΗ. 

Πρέπει να περιλαμβάνονται οι ακόλουθοι θετικοί μάρ¬ 
τυρες: 

- κατάλληλες ποσότητες αναδιαλυμένων ιζημάτων 
στις οποίες έχει προστεθεί το Η. εοΙαηβοββΓυπι (για την 
παρασκευή βλέπε προσάρτημα 3 Β), 

- αιώρημα 106 κυττάρων ανά γπΙ νερού παθογόνου 
απομόνωσης του Η. δθΐ3Π3θβ3Γυπι (π.χ. ΝΟΡΡΒ 4156 = Ρϋ 
2762 = ΟΡΒΡ 3857- βλέπε προσάρτημα 3 Β), 

- εάν είναι δυνατόν, χρησιμοποιείται επίσης ϋΝΑ από 
δείγματα θετικών μαρτύρων κατά τη διενέργεια της 
ΡΟΗ. 

Για την αποφυγή πιθανής μόλυνσης παρασκευάζο¬ 
νται θετικοί μάρτυρες σε ξεχωριστό περιβάλλον από 
τα δείγματα προς δοκιμή. 

Τα εκχυλίσματα δείγματος πρέπει να έχουν απαλ¬ 
λαγεί στο μέγιστο δυνατό βαθμό από χώματα. Για το 
λόγο αυτό, συστήνεται σε ορισμένες περιπτώσεις να 
προετοιμάζονται οι εξαγωγές από πλυμένες πατάτες 
εάν πρόκειται να χρησιμοποιηθούν πρωτόκολλα ΡΟΗ. 

Στο προσάρτημα 3 παρατίθενται τυποποιημένα υλικά 
θετικών και αρνητικών μαρτύρων που διατίθενται προς 
χρήση στο πλαίσιο της εν λόγω δοκιμής. 

6.1. Μέθοδοι καθαρισμού ϋΝΑ 

Χρησιμοποιούνται δείγματα θετικών και αρνητικών 
μαρτύρων όπως περιγράφηκε παραπάνω (βλέπε προ¬ 
σάρτημα 3). 

Η δοκιμή του υλικού των μαρτύρων γίνεται με τον ίδιο 
τρόπο όπως αυτή του ή των δειγμάτων. 

Υπάρχουν διάφορες διαθέσιμες μέθοδοι για τον κα¬ 
θαρισμό του ϋΝΑ στόχου από σύνθετα υποστρώμα¬ 
τα δειγμάτων, απομακρύνοντας κατ’ αυτόν τον τρόπο 
τους παρεμποδιστές της ΡΟΗ και άλλων ενζυματικών 
αντιδράσεων και συγκεντρώνοντας το ΟΝΑ στόχο στο 
εκχύλισμα δείγματος. Η ακόλουθη μέθοδος έχει βελτι¬ 
στοποιηθεί με σκοπό τη χρήση με τις επικυρωμένες με¬ 
θόδους ΡΟΗ που περιγράφονται στο προσάρτημα 6. 

α) Μέθοδος Ρ33ΐπί< (2000) 

1. Προστίθενται με σιφώνιο 220 μΙ ρυθμιστικού διαλύ¬ 
ματος λύσης (100 πιΜ ΝβΟΙ, 10 πιΜ Τπε-ΗΟΙ [ρΗ 8.0], 1 πιΜ 
ΕϋΤΑ [ρΗ 8.0]) σε σωλήνα ΕρροηάοιΤ 1,5 ππΙ. 

2. Προστίθενται 100 μΙ εκχυλίσματος δείγματος και 
τοποθετούνται σε θερμικό μπλοκ ή υδατόλουτρο σε 
θερμοκρασία 95 °0 για 10 λεπτά. 

3. Ο σωλήνας τοποθετείται σε πάγο για 5 λεπτά. 

4. Προστίθενται 80 μΙ πυκνού διαλύματος λυσοζύμης 
(50 πιρ λυσοζύμη ανά πιΙ σε 10 πιΜ Τπε ΗΟΙ, ρΗ 8.0) και 
επωάζονται στους 37 °0 για 30 λεπτά. 

5. Προστίθενται 220 μΙ διαλύματος Α Εβεγ ΩΝΑ® 


(ΙηνίίΓοροη), αναμειγνύονται καλά σε συσκευή νοΓίοχ και 
επωάζονται στους 65 0 Ο για 30 λεπτά. 

6. Προστίθενται 100 μΙ διαλύματος Β Εβεγ ϋΝΑ® 
(ΙπνίίΓοςοπ), αναμειγνύονται με ένταση σε συσκευή νοΓίοχ 
έως ότου το ίζημα να ρέει ελεύθερα στο σωλήνα και 
το δείγμα να είναι ομοιόμορφα ιξώδες. 

7. Προστίθενται 500 μΙ χλωροφορμίου και αναμειγνύ¬ 
ουμε με στροβιλισμό (νοΓίοχ) έως ότου μειωθεί το ιξώ¬ 
δες και το μείγμα είναι ομοιογενές. 

8. Ακολουθεί φυγοκέντριση σε 15.000 ρ για 20 λεπτά 
σε θερμοκρασία 4 0 Ο για το διαχωρισμό των φάσεων 
και τη δημιουργία της ενδιάμεσης φάσης. 

9. Η άνω φάση μεταφέρεται σε νέο σωλήνα 
ΕρροπάοιΤ. 

10. Προστίθεται 1 ππΙ από 100% αιθανόλη (-20 °0), ανα¬ 
μειγνύεται με στροβιλισμό (νοΓίοχ) για σύντομο χρονικό 
διάστημα και επωάζεται σε πάγο για 10 λεπτά. 

11. Φυγοκεντρείται σε 15000 ρ για 20 λεπτά στους 4°0 
και απομακρύνεται η αιθανόλη από το ίζημα. 

12. Προστίθενται 500 μΙ 80% αιθανόλης (-20 0 Ο) και 
αναμειγνύουμε αναποδογυρίζοντας το σωλήνα. 

13. Ακολουθεί φυγοκέντριση σε 15000 ρ για 10 λεπτά 
στους 4 0 Ο, διατηρείται το ίζημα και απομακρύνεται 
η αιθανόλη. 

14. Αφήνουμε το ίζημα να στεγνώσει στον αέρα ή σε 
ϋΝΑ δρθθά νβο. 

15. Το ίζημα αναδιαλύεται σε 100 μΙ αποστειρωμένου 
υΡνν και αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου για του¬ 
λάχιστον 20 λεπτά. 

16. Αποθηκεύεται στους -20 °0 έως ότου χρειασθεί να 
χρησιμοποιηθεί για την ΡΟΗ. 

17. Καθιζάνεται με φυγοκέντριση οιοδήποτε λευκό ίζη¬ 
μα και χρησιμοποιούνται 5 μΙ του υπερκείμενου υγρού 
που περιέχει ϋΝΑ για την ΡΟΗ. 

β) Άλλες μέθοδοι 

Είναι δυνατόν να εφαρμοσθούν άλλες μέθοδοι εξαγω¬ 
γής ΟΝΑ (π.χ. Οίαροη ϋΝοαεγ ΡΙβιίΙ ΚίΙ) υπό την προϋπό¬ 
θεση ότι έχει αποδειχθεί πως είναι εξίσου αποτελεσμα¬ 
τικές για τον καθαρισμό ΟΝΑ από δείγματα μαρτύρων 
που περιέχουν 103 έως 104 κύτταρα παθογόνου ανά 

ΓΠΙ. 

6.2. ΡΟΗ 

6.2.1. Τα προς δοκιμή πρότυπα και εκείνα των μαρ¬ 
τύρων παρασκευάζονται για την ΡΟΗ σύμφωνα με τα 
επικυρωμένα πρωτόκολλα (ενότητα νΐ.Α.6.). Παρασκευ¬ 
άζεται μία δεκαδική αραίωση εκχυλίσματος ΟΝΑ δείγ¬ 
ματος (1:10 σε υΡ\Λ/). 

6.2.2. Παρασκευάζεται το κατάλληλο μείγμα αντίδρα¬ 
σης ΡΟΗ σε περιβάλλον απαλλαγμένο από μολύνσεις 
σύμφωνα με τα δημοσιευμένα πρωτόκολλα (προσάρτη¬ 
μα 6). Στις περιπτώσεις που κάτι τέτοιο είναι δυνατόν, 
συνιστάται η χρήση πρωτοκόλλου πολλαπλής ΡΟΗ που 
περιλαμβάνει επίσης εσωτερικό μάρτυρα ΡΟΗ. 

6.2.3. Προσθέτουμε 2-5 μΙ εκχυλίσματος ΟΝΑ ανά 25 
μΙ αντίδρασης ΡΟΗ σε αποστειρωμένους σωλήνες ΡΟΗ 
σύμφωνα με τα πρωτόκολλα ΡΟΗ (βλέπε προσάρτημα 
6 ). 

6.2.4. Ενσωματώνεται δείγμα αρνητικού μάρτυρα που 
περιέχει μόνον μείγμα αντίδρασης ΡΟΗ και προστίθεται 
η ίδια πηγή ΙΙΡ\/ν που χρησιμοποιήθηκε στο μείγμα ΡΟΗ 
αντί για δείγμα. 

6.2.5. Οι σωλήνες τοποθετούνται στον ίδιο θερμικό 
κυκλοποιητή που χρησιμοποιήθηκε στην προκαταρκτική 
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δοκιμή και αρχίζει το καταλλήλως βελτιστοποιημένο 
πρόγραμμα ΡΟΒ (προσάρτημα 6 ). 

6.3. Ανάλυση του προϊόντος ΡΟΒ 

6.3.1. Τα αμπλικόνια της ΡΟΒ αναλύονται με ηλεκτρο- 
φόρηση σε πηκτή αγαρόζης. Τοποθετούνται για μετακί¬ 
νηση τουλάχιστον 12 μΙ ενισχυμένου σε ΩΝΑ μείγματος 
αντίδρασης από κάθε δείγμα αναμεμειγμένα με 3 μΙ 
ρυθμιστικού διαλύματος φόρτωσης (προσάρτημα 6 ) σε 
2 , 0 % (β/ο) πηκτές αγαρόζης σε ρυθμιστικό διάλυμα Ιπε- 
30θΐ3ΐ8-ΕΩΤΑ (ΤΑΕ) (προσάρτημα 6 ) σε 5-8 V ανά οπι. 
Χρησιμοποιείται ένας κατάλληλος δείκτης μοριακών 
βαρών ΩΝΑ, π.χ. 100 όρ ΙβάάβΓ. 

6.3.2. Οι ζώνες ΩΝΑ αποκαλύπτονται διά χρώσεως 
σε βρωμιούχο αιθίδιο (0,5 πΐ 0 ανά Ε) για 30-60 λεπτά 
λαμβάνοντας τις απαραίτητες προφυλάξεις κατά το 
χειρισμό αυτού του μεταλλαξιογόνου. 

6.3.3. Η χρωσμένη πηκτή εξετάζεται υπό υπεριώδη 
ακτινοβολία μικρού μήκους κύματος (π.χ. λ = 302 ηπι) για 
ενισχυμένα προϊόντα ΡΟΒ του αναμενόμενου μεγέθους 
(προσάρτημα 6 ) και σημειώνονται τα αποτελέσματα. 

6.3.4. Για όλα τα νέα ευρήματα/περιπτώσεις, επιβεβαι¬ 
ώνεται η αυθεντικότητα του αμπλικονίου ΡΟΒ με την 
πραγματοποίηση ανάλυσης με ένζυμο περιορισμού σε 
δείγμα του εναπομείναντος ενισχυμένου ΩΝΑ με επώ¬ 
αση στη βέλτιστη θερμοκρασία και χρόνο με το κατάλ¬ 
ληλο ένζυμο και ρυθμιστικό διάλυμα (βλέπε προσάρτημα 
6 ). Τα τμήματα που υπέστησαν πέψη αναλύονται με 
ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης όπως προηγου¬ 
μένως και παρατηρείται υπό υπεριώδη ακτινοβολία το 
χαρακτηριστικό πρότυπο του θραύσματος περιορισμού 
μετά τη χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο και συγκρίνεται με 
το θετικό μάρτυρα που δεν υπέστη πέψη και το θετικό 
μάρτυρα που υπέστη πέψη. 

Ερμηνεία των αποτελεσμάτων της δοκιμής ΡΟΒ: 

Η δοκιμή ΡΟΒ είναι αρνητική εάν το ειδικό για το Β. 
εοΐ 3 η 3 θθ 3 Γυπι αμπλικόνιο ΡΟΒ του αναμενομένου με¬ 
γέθους, δεν ανιχνευθεί για το εν λόγω δείγμα αλλά 
ανιχνευθεί για όλα τα δείγματα θετικών μαρτύρων (στην 
περίπτωση πολλαπλής ΡΟΒ με εκκινητές εσωτερικών 
μαρτύρων ειδικούς για φυτά: πρέπει να ενισχυθεί ένα 
δεύτερο, αναμενόμενου μεγέθους, προϊόν ΡΟΒ με το 
εν λόγω δείγμα). 

Η δοκιμή ΡΟΒ είναι θετική εάν ανιχνευθεί το ειδικό 
για το Β. 5 θΐ 3 η 3 θθ 3 ΐ\ιπι αμπλικόνιο της ΡΟΒ στο αναμε¬ 
νόμενο μέγεθος και πρότυπο περιορισμού (όταν αυτό 
απαιτείται), εφόσον δεν έχει ενισχυθεί από οιοδήποτε 
εκ των δειγμάτων αρνητικών μαρτύρων. Η αξιόπιστη επι¬ 
βεβαίωση τυχόν θετικού αποτελέσματος είναι δυνατόν 
να επιτευχθεί επίσης με την επανάληψη της δοκιμής με 
δεύτερο σετ εκκινητών ΡΟΒ (προσάρτημα 6 ). 

Σημείωση: Ενδέχεται να υπάρξουν υπόνοιες για πα- 
ρεμπόδιση της ΡΟΒ εάν το αναμενόμενο αμπλικόνιο 
αποκτηθεί από δείγμα θετικού μάρτυρα που περιέχει 
Β. 3 θΐ 3 Π 3 θθ 3 Γυηη σε ύδωρ αλλά προκύψουν αρνητικά 
αποτελέσματα από τους θετικούς μάρτυρες με Β. 
εοΙαηΒΟΘβΓυπι σε εκχύλισμα πατάτας. Στα πρωτόκολλα 
πολλαπλής ΡΟΒ με εσωτερικούς μάρτυρες ΡΟΒ, υπάρ¬ 
χει ένδειξη για παρεμπόδιση της αντίδρασης εάν δεν 
προκύψει κανένα από τα δύο αμπλικόνια. 

Υπάρχει υπόνοια για επιμόλυνση εάν το αναμενόμενο 
αμπλικόνιο προκύψει από έναν ή περισσότερους αρνη¬ 
τικούς μάρτυρες. 


7. Δοκιμή ΡΙ3Η 

Αρχή 

Όταν η δοκιμή ΕΙ5Η χρησιμοποιείται ως αρχική δοκιμή 
διαλογής και τα αποτελέσματα είναι θετικά, πρέπει να 
πραγματοποιηθεί η δοκιμή απομόνωσης ή ΙΕ ως δεύτε¬ 
ρη υποχρεωτική δοκιμή διαλογής. Όταν η δοκιμή ΡΙ3Η 
χρησιμοποιείται ως δεύτερη δοκιμή διαλογής και έχει 
θετικά αποτελέσματα, απαιτείται διεξαγωγή περαιτέ¬ 
ρω δοκιμών σύμφωνα με το διάγραμμα ροής για την 
ολοκλήρωση της διάγνωσης. 

Σημείωση: Χρησιμοποιούνται επικυρωμένοι ολιγοανι- 
χνευτές ειδικοί για το Β. 5 θΐ 3 η 3 θθ 3 ΐ\ιπι (βλέπε προσάρ¬ 
τημα 7). Οι προκαταρκτικές δοκιμές με τη μέθοδο αυτή 
θα πρέπει να επιτρέπουν την αναπαραγώγιμη ανίχνευση 
τουλάχιστον 10 3 -10 4 κυττάρων Β. εοΙβηαοθβΓυπι ανά πιΙ 
που προστίθενται σε εκχυλίσματα δειγμάτων που προ- 
ηγούμενως ήταν αρνητικά στη δοκιμή. 

ΡΙ ακόλουθη διαδικασία είναι προτιμότερο να πραγ¬ 
ματοποιείται σε εκχύλισμα δείγματος που έχει μόλις 
παρασκευασθεί αλλά είναι επίσης δυνατόν να πραγ¬ 
ματοποιηθεί με επιτυχία σε εκχύλισμα δείγματος που 
έχει αποθηκευθεί με γλυκερίνη στους -16 έως -24 °0 ή 
τους -68 έως -86 °Ό 

Ως αρνητικοί μάρτυρες, χρησιμοποιούνται κατάλλη¬ 
λες ποσότητες εκχυλίσματος δείγματος που προηγου¬ 
μένως ήταν αρνητικό στις δοκιμές όσον αφορά το Β. 

50131130831X131. 

Ως θετικοί μάρτυρες, παρασκευάζονται αιωρήμα¬ 
τα που περιέχουν ΙΟ 5 έως 10 6 κύτταρα ανά πιΙ του Β. 
3 θΐ 3 ηαοθ 3 Γυηη βιοποικιλία 2 (π.χ. στέλεχος ΝΩΡΡΒ 4156 
= ΡΩ 2762 = ΩΡΒΡ 3857, βλέπε προσάρτημα 3) σε 0,01 Μ 
ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (ΡΒ) από καλλιέργεια 
3-5 ημερών. Παρασκευάζονται ξεχωριστά ως θετικοί 
μάρτυρες αντικειμενοφόροι πλάκες από ομόλογο στέ¬ 
λεχος ή άλλο στέλεχος αναφοράς του Β. 5 θΐ 3 Π 3 θθ 3 Γυπι, 
που έχει γίνει αιώρημα σε εκχύλισμα πατάτας, όπως 
περιγράφεται στο προσάρτημα 3. 

ΡΙ χρήση ολιγοανιχνευτή ευβακτηρίων σημασμένου με 
ΡΙΤΩ παρέχει μάρτυρα για τη διαδικασία υβριδισμού, 
καθώς χρωματίζει όλα τα ευβακτήρια που βρίσκονται 
στο δείγμα. 

Στο προσάρτημα 3 Α παρατίθενται τυποποιημένα υλι¬ 
κά θετικών και αρνητικών μαρτύρων που διατίθενται 
προς χρήση με αυτή τη δοκιμή. 

Το υλικό των μαρτύρων δοκιμάζεται με τρόπο ταυτό¬ 
σημο με εκείνο του ή των δειγμάτων. 

7.1. Προσήλωση του εκχυλίσματος πατάτας 

Το ακόλουθο πρωτόκολλο βασίζεται στον \Λ/υΙΙίη 95 
ΘΙ 31, (1998): 

7.1.1. Παρασκευάζεται το προσηλωτικό διάλυμα (βλέπε 
προσάρτημα 7). 

7.1.2. Φέρονται με σιφώνιο 100 μΙ κάθε εκχυλίσματος 
δείγματος σε σωλήνα ΕρρβηάοιΤ και φυγοκεντρούνται 
για 7 λεπτά σε 7000 0 . 

7.1.3. Αφαιρείται το υπερκείμενο υγρό και το ίζημα 
διαλύεται σε 200 μΙ προσηλωτικού υγρού που έχει παρα¬ 
σκευασθεί λιγότερο από 24 ώρες πριν. Αναταράσσουμε 
με στροβιλισμό (νοιίβχ) και επωάζουμε για 1 ώρα στο 
ψυγείο. 

7.1.4. Φυγοκεντρείται για 7 λεπτά σε 7000 9 , αφαιρεί- 
ται το υπερκείμενο υγρό και το ίζημα αναδιαλύεται σε 
75 μΙ Ο,ΟΙΜ ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (ΡΒ) 
(βλέπε προσάρτημα 7). 
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7.1.5. Τοποθετούνται κατά κηλίδες 16 μΙ των προση¬ 
λωμένων αιωρημάτων σε καθαρή αντικειμενοφόρο 
πολλαπλών δοκιμών όπως (ραίνεται στην Εικόνα 7.1. 
Εφαρμόζονται 2 διαφορετικά, μη αραιωμένα, δείγματα 
ανά αντικειμενοφόρο και χρησιμοποιούνται 10 μΙ για 
τη δημιουργία αραίωσης 1:100 (σε 0,01 Μ ρυθμιστικό 
διάλυμα φωσφορικών). Το εναπομείναν διάλυμα δείγ¬ 


ματος (49 μΙ) μπορεί να αποθηκευθεί στους - 20°Ο μετά 
την προσθήκη 1 όγκου 96% αιθανόλης. Στην περίπτωση 
που η δοκιμή ΡΙ3Η πρέπει να επαναληφθεί, αφαιρείται η 
αιθανόλη με φυγοκέντριση και προστίθεται ίσος όγκος 
0,01 Μ ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών [αναμειγνύ¬ 
ουμε με στροβιλισμό (νοΓίσχ)]. 


Εικόνα 7.1: Σχέδιο αντικειμενοφόρου ΡΙ8Η 


Δείγμα 1 

Τυφλό πείραμα 

Τυφλό πείραμα 

Τυφλό πείραμα 

Δείγμα 2 

Ο 

Ο 

Ο 

Ο 

Ο 

φατνίο 1 

φατνίο 2 

φατνίο 3 

φατνίο 4 

φατνίο 5 

Δείγμα 1 

Τυφλό πείραμα 

Τυφλό πείραμα 

Τυφλό πείραμα 

Δείγμα 2 

Ο 

Ο 

Ο 

Ο 

Ο 

φατνίο 6 

φατνίο 7 

φατνίο 8 

φατνίο 9 

φατνίο 10 


Καλυπτρίδα 1 _ Καλυπτρίδα 2 


7.1.6. Οι αντικειμενοφόροι στεγνώνουν στον αέρα (ή 
σε στεγνωτήρα αντικειμενοφόρου στους 37 °0) και προ¬ 
σηλώνονται με διέλευση από φλόγα. 

Στο στάδιο αυτό, η διαδικασία είναι δυνατόν να δι¬ 
ακοπεί και να συνεχισθεί ο υβριδισμός την επόμενη 
ημέρα. Οι αντικειμενοφόροι πρέπει να αποθηκεύονται 
απαλλαγμένες από σκόνη και στεγνές σε θερμοκρα¬ 
σία δωματίου. 

7.2. Υβριδισμός 

7.2.1. Τα κύτταρα αφυδατώνονται σε διαβαθμισμένη 
σειρά αιθανόλης των 50%, 80% και 96% για ένα λεπτό 
σε κάθε μία. Οι αντικειμενοφόροι στεγνώνονται στον 
αέρα σε υποδοχέα αντικειμενοφόρων. 

7.2.2. Παρασκευάζεται ένας υγρός θάλαμος επώασης 
με κάλυψη του πυθμένα ενός αεροστεγούς δοχείου με 
απορροφητικό ή διηθητικό χαρτί που έχει εμβαπτισθεί 
σε 1χ μείγμα υβριδισμού (άγόπιίχ) (προσάρτημα 7). Το 
δοχείο προεπωάζεται στον κλίβανο υβριδισμού στους 
45 0 Ο για τουλάχιστον 10 λεπτά. 

7.2.3. Εφαρμόζουμε 10 μΙ διαλύματος υβριδισμού (προ¬ 
σάρτημα 7) σε 8 φατνία (φατνία 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 και 
10-βλέπε Εικόνα 7.1) κάθε αντικειμενοφόρου αφήνοντας 
τα δύο φατνία στο κέντρο (3 και 8) κενά. 

7.2.4. Εφαρμόζουμε καλυπτρίδες (24 χ 24 πιπι) στα 
πρώτα και στα 4 τελευταία φατνία χωρίς να εγκλω¬ 
βιστεί αέρας. Οι αντικειμενοφόροι τοποθετούνται σε 
προθερμασμένο υγρό θάλαμο και ο υβριδισμός πραγ¬ 
ματοποιείται για 5 ώρες στον κλίβανο σε θερμοκρασία 
45 0 Ο στο σκοτάδι. 

7.2.5. Παρασκευάζονται 3 ποτήρια ζέσεως που περι¬ 
έχουν αντίστοιχα 1 I νερό ΜίΙΙί Ο (νερό μοριακού βαθ¬ 
μού καθαρότητας), 1 I από 1χ άγόπιίχ (334 πιΙ 3χ ίιγόπιίχ 
και 666 πιΙ νερό ΜίΙΙί Ο) και 1 I από 1/8χ όγόπιίχ (42 πιΙ 3χ 
ίιγόπιίχ και 958 πιΙ νερό ΜίΙΙί Ο). Έκαστο προεπωάζεται 
σε υδατόλουτρο σε θερμοκρασία 45 °0. 

7.2.6. Απομακρύνονται οι καλυπτρίδες από τις αντι- 
κειμενοφόρους πλάκες και οι αντικειμενοφόροι τοπο¬ 
θετούνται στον υποδοχέα αντικειμενοφόρων. 


7.2.7. =επλένεται η περίσσεια ανιχνευτού με επώα¬ 
ση για 15 λεπτά σε ποτήρι ζέσεως με 1χ άγόπιίχ στους 
45 °0. 

7.2.8. Ο υποδοχέας αντικειμενοφόρων πλακών μετα- 
φέρεται σε διάλυμα πλυσίματος 1/8 άγόπιίχ και επωά¬ 
ζουμε για 15 λεπτά ακόμη. 

7.2.9. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες βυθίζονται για σύ¬ 
ντομο χρονικό διάστημα σε νερό ΜίΙΙί Ο και τοποθε¬ 
τούνται σε διηθητικό χαρτί. Η περίσσεια υγρασίας 
απομακρύνεται καλύπτοντας την επιφάνεια απαλά με 
διηθητικό χαρτί. Προστίθενται με σιφώνιο 5-10 μΙ αντι- 
ξεθωριαστικού διαλύματος έγκλεισης (ο.ρ. νοοίαείπίθΐό, 
Ν/σσΙα ί30θΓ3ΐοπθδ, ΟΑ, Ψ3Α ή ισοδύναμα) σε κάθε φατ¬ 
νίο και εφαρμόζεται μεγάλη καλυπτρίδα (24 χ 60 πιπι) 
σε ολόκληρη την αντικειμενοφόρο πλάκα. 

7.3. Ανάγνωση της δοκιμής ΡΙ3Η 

7.3.1. Εξετάζονται οι αντικειμενοφόροι πλάκες αμέ¬ 
σως με μικροσκόπιο προσαρμοσμένο για μικροσκο¬ 
πία επιφθορισμού σε μεγέθυνση 630 ή ΙΟΟΟχ με έλαιο 
κατάδυσης. Με φίλτρο κατάλληλο για ισοθειοκυανική 
φθορεϊσίνη (ΡΙΤΟ), τα ευβακτηριακά κύτταρα (συμπερι¬ 
λαμβανομένων των περισσοτέρων αρνητικών κατά Θγβππ 
κυττάρων) στο δείγμα είναι χρωσμένα πράσινα φθορί- 
ζοντα. Εάν χρησιμοποιηθεί φίλτρο 5-ισοθειοκυανικής τε- 
τραμεθυλοροδαμίνης, τα κύτταρα του Β. εοΙαηβοββΓυπι 
που έχουν χρωσθεί με Ογ3 εμφανίζονται φθορίζοντα 
κόκκινα. Συγκρίνεται η μορφολογία των κυττάρων με 
αυτή των θετικών μαρτύρων. Τα κύτταρα πρέπει να εί¬ 
ναι πλήρως χρωσμένα με λαμπρό φθορισμό. Η δοκιμή 
ΡΙ3Η (ενότητα VI.Α.7.) πρέπει να επαναληφθεί αν η χρώ¬ 
ση παρεκκλίνει. Τα φατνία εξετάζονται κατά δύο κάθε¬ 
τες διαμέτρους και στην περίμετρό τους. Όσον αφο¬ 
ρά τα δείγματα που δεν δείχνουν καθόλου κύτταρα ή 
δείχνουν μικρό αριθμό κυττάρων, πρέπει να παρατηρη¬ 
θούν τουλάχιστον 40 πεδία μικροσκοπίου. 

7.3.2. Εξετάζεται εάν υπάρχουν λαμπρώς φθορίζο¬ 
ντα κύτταρα με τη χαρακτηριστική μορφολογία του 
Β. εοΙβηβοθαΓυπι στα φατνία δοκιμής των αντικειμε- 
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νοφόρων δοκιμής (βλέπε ιστοχώρο ΙτΙΙρ://ίοι·υπΊ.θυΐΌρ3. 
θυ.ίηΙ/ΡυόΙίο/ίΐΌ/δβηοο/Ηοπίθ/ πιβίη). Η ένταση του φθορι- 
σμού πρέπει να είναι ισοδύναμη ή καλύτερη από αυτήν 
της χρώσης των θετικών μαρτύρων. Κύτταρα με ατε¬ 
λή χρώση ή με ασθενή φθορισμό δεν πρέπει να λαμ- 
βάνονται υπόψη. 

7.3.3. Εάν υπάρχει υπόνοια μόλυνσης, η δοκιμή πρέπει 
να επαναληφθεί. Αυτό μπορεί να ισχύει εάν όλες οι αντι- 
κειμενοφόροι μιας παρτίδας δείχνουν θετικά κύτταρα 
λόγω μόλυνσης του ρυθμιστικού διαλύματος ή εάν βρε¬ 
θούν θετικά κύτταρα (εκτός των φατνίων της αντικειμε- 
νοφόρου) στην επικάλυψη της αντικειμενοφόρου. 

7.3.4. Υπάρχουν διάφορα προβλήματα σύμφυτα με 
την εξειδίκευση της δοκιμής ΡΙ3Η. Τα ιζήματα των κώ¬ 
νων από τα σημεία πρόσφυσης του στολονίου και των 
τμημάτων των στελεχών ενδέχεται να περιέχουν, αν 
και πολύ λιγότερο συχνά από τη δοκιμή ΙΡ, πληθυσμούς 
φθοριζόντων κυττάρων μη τυπικής μορφολογίας καθώς 
και μη ειδικώς αντιδρώντα σαπροφυτικά βακτήρια όμοι¬ 
ου μεγέθους και μορφολογίας με το Β. εοΙαπαοοαΓυπι. 

7.3.5. Λαμβάνονται υπόψη μόνον τα φθορίζοντα κύτ¬ 
ταρα με τυπικό μέγεθος και μορφολογία. 

7.3.6. Ερμηνεία των αποτελεσμάτων της δοκιμής 
ΡΙ3Η: 

ί) Έγκυρα αποτελέσματα από τη δοκιμή ΡΙ3Η παρέ¬ 
χονται όταν, χρησιμοποιώντας φίλτρο ΡΙΤΟ, παρατη¬ 
ρούνται κύτταρα που είναι χρωσμένα με λαμπρό φθο- 
ρίζον πράσινο χρώμα και διαθέτουν το τυπικό μέγεθος 
και μορφολογία του Β. εοΙαηαοοαΓυπι και, όταν, χρησι¬ 
μοποιώντας φίλτρο ροδαμίνης, παρατηρούνται κύττα¬ 
ρα χρωσμένα με λαμπρό φθορίζον κόκκινο χρώμα σε 
όλους τους θετικούς μάρτυρες και σε κανέναν αρνητι¬ 
κό μάρτυρα. Εάν σε ένα δείγμα εντοπίζονται λαμπρώς 
φθορίζοντα κύτταρα με χαρακτηριστική μορφολογία, 
εκτιμάται ο μέσος αριθμός τυπικών κυττάρων ανά πε¬ 
δίο μικροσκοπίου και υπολογίζεται ο αριθμός των τυ¬ 
πικών κυττάρων ανά πιΙ του αναδιαλυμένου ιζήματος 
(προσάρτημα 4). Τα δείγματα με τουλάχιστον 5x10 3 τυ¬ 
πικά κύτταρα ανά πιΙ αναδιαλυμένου ιζήματος θεωρού¬ 
νται ενδεχομένως μολυσμένα. Απαιτείται η διεξαγωγή 
περαιτέρω δοκιμών. Τα δείγματα με λιγότερα από 5x10 3 
τυπικά κύτταρα ανά πιΙ αναδιαλυμένου ιζήματος θεω¬ 
ρούνται αρνητικά. 

μ) Η δοκιμή ΡΙ3Η είναι αρνητική εάν κύτταρα χρωσμέ¬ 
να με λαμπρό φθορίζον κόκκινο χρώμα, τα οποία έχουν 
το τυπικό μέγεθος και μορφολογία του Β. εοΙαπαοοαΓυπι, 
δεν παρατηρούνται με φίλτρο ροδαμίνης, υπό την προ¬ 
ϋπόθεση ότι τυπικά κύτταρα χρωσμένα με λαμπρό φθο¬ 
ρίζον κόκκινο χρώμα παρατηρούνται στα παρασκευά¬ 
σματα θετικών μαρτύρων όταν χρησιμοποιείται φίλτρο 
ροδαμίνης. 

8. Δοκιμές ΕΕΙ3Α 

Αρχή 

Η δοκιμή ΕΕΙ3Α είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί μό¬ 
νον ως προαιρετική δοκιμή επιπροσθέτως προς τις δο¬ 
κιμές ΙΕ, ΡΩΒ ή ΡΙ3Η λόγω της σχετικά χαμηλής ευαι¬ 
σθησίας της δοκιμής αυτής. Όταν χρησιμοποιείται η 
ΩΑ3 ΕΕΙ3Α, είναι υποχρεωτικός ο εμπλουτισμός και η 
χρήση μονοκλωνικών αντισωμάτων (βλέπε ιστοχώρο 
ΙτΙΙρ://ίθΓυπΊ.θυΓορ3.θυ.ίηΙ/ΡυόΙίο/ίΓθ/53ηοο/ΗοπΊθ/πΐ3ίη). Ο 
εμπλουτισμός των δειγμάτων πριν από τη χρήση της 
δοκιμής ΕΕΙ5Α ενδέχεται να χρησιμεύσει για την ενί¬ 
σχυση της ευαισθησίας της δοκιμής, αλλά μπορεί να 
αποτύχει λόγω ανταγωνισμού από άλλους οργανισμούς 
στο δείγμα. 


Σημείωση: Χρησιμοποιούμε επικυρωμένη πηγή αντι¬ 
σωμάτων του Β. 3οΐ3Π3θθ3Γυπι (βλέπε ιστοχώρο ΗΙΙρ:// 
ΐοΓυιτι.θυΓορα.θυ.ίηί/ΡυόΙίο/ ίΓο/εβηοο/Ηοιτιο/πιβίπ). Συνιστά- 
ται ο προσδιορισμός του τίτλου για κάθε νέα παρτίδα 
αντισωμάτων. Ως τίτλος ορίζεται η μεγαλύτερη αραί- 
ωση στην οποία λαμβάνει χώρα η βέλτιστη αντίδραση 
όταν υποβάλλεται σε δοκιμή αιώρημα που περιέχει ΙΟ 5 
έως 10 6 κύτταρα ανά πιΙ του ομόλογου στελέχους του 
Β. εοΙβηαοθΒΓυπΊ και χρησιμοποιείται κατάλληλο δευτε- 
ρεύον σύμπλοκο αντισωμάτων σύμφωνα με τις συστά¬ 
σεις του κατασκευαστή. Κατά τη διάρκεια της δοκιμής, 
τα αντισώματα πρέπει να χρησιμοποιούνται σε αραίω- 
ση εργασίας στον τίτλο ή κοντά στον τίτλο του εμπο¬ 
ρικού σκευάσματος. 

Προσδιορίζουμε τον τίτλο των αντισωμάτων σε αι¬ 
ώρημα 10 5 έως 10 6 κυττάρων ανά πιΙ ομόλογου στελέ¬ 
χους του Β. 5θΐ3Π3θθ3Γυπι. 

Περιλαμβάνουμε εκχύλισμα δείγματος που προηγου¬ 
μένως ήταν αρνητικό στις δοκιμές όσον αφορά το Β. 
5θΐ3η3θΘ3Γυπι και αιώρημα ενός μη ειδικώς αντιδρώντος 
βακτηρίου σε φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα άλατος 
(ΡΒ3) ως αρνητικούς μάρτυρες. 

Ως θετικό μάρτυρα χρησιμοποιούμε κατάλληλες πο¬ 
σότητες εκχυλίσματος δείγματος που προηγουμένως 
ήταν αρνητικό στις δοκιμές, αναμεμειγμένες με 10 3 έως 
10 4 κύτταρα ανά πιΙ του Β. δοΙαηβοβαΓυπι βιοποικιλία 2 
(π.χ. στέλεχος ΝΩΡΡΒ 4156 = ΡΟ 2762 = ΩΡΒΡ 3857, βλέ¬ 
πε προσάρτημα 2 Α και Β). Για τη σύγκριση των αποτε¬ 
λεσμάτων σε κάθε πλάκα χρησιμοποιούμε τυποποιημέ¬ 
νο αιώρημα ΙΟ 5 έως 10 6 κυττάρων ανά πιΙ σε φωσφορικό 
ρυθμιστικό διάλυμα άλατος (ΡΒ3) του Β. δθΐ3Π3θθ3Γυηη. 
Εξασφαλίζουμε ότι οι θετικοί μάρτυρες είναι καλά δια¬ 
χωρισμένοι στη μικρότιτλη πλάκα από το(-α) υπό εξέ¬ 
ταση δείγμα(-τα). 

Στο προσάρτημα 3 Α παρατίθενται τυποποιημένα υλι¬ 
κά θετικών και αρνητικών μαρτύρων που διατίθενται 
προς χρήση με αυτή τη δοκιμή. 

Το υλικό των μαρτύρων δοκιμάζεται με τρόπο ταυτό¬ 
σημο με εκείνο του ή των δειγμάτων. 

Έχουν επικυρωθεί δύο πρωτόκολλα ΕΙ_Ι3Α. 

α) Έμμεση Ε1_Ι3Α (Βοόίηδοη 3ηπϊΐΙη θΐ 31., 1995) 

1) Χρησιμοποιούμε ποσότητες 100-200 μΙ εκχυλίσμα¬ 
τος δείγματος. (Η θέρμανση στους 100 °6 για 4 λεπτά 
σε υδατόλουτρο ή θερμικό μπλοκ μπορεί να μειώσει 
σε ορισμένες περιπτώσεις τα μη εξειδικευμένα απο¬ 
τελέσματα.) 

2) Προστίθεται ίσος όγκος ρυθμιστικού διαλύματος 
επικάλυψης διπλής ιοντικής ισχύος (προσάρτημα 4) και 
ανακατεύουμε σε συσκευή νοΓίοχ. 

3) Εφαρμόζονται ποσότητες ΙΟΟμΙ σε κάθε ένα από 
δύο τουλάχιστον φατνία της πλάκας μικροτιτλοδότη- 
σης (π.χ. Νυηο-ΡοΙγδΟΓρ ή ισοδύναμη) και επωάζονται για 
1 ώρα στους 37 °0 ή όλη τη νύκτα στους 4 °Ω. 

4) Τα εκχυλίσματα τινάζονται ελαφρά για να απομα¬ 
κρυνθούν από τα φατνία. Τα φατνία πλένονται τρεις 
φορές με ΡΒ3-Τ\λ/θθπ (προσάρτημα 4), αφήνοντας το 
τελευταίο διάλυμα πλυσίματος στα φατνία για 5 λε¬ 
πτά τουλάχιστον. 

5) Παρασκευάζεται η κατάλληλη αραίωση αντισωμά¬ 
των κατά του Β. δοΙβπαοθβΓυπι σε ρυθμιστικό διάλυ¬ 
μα φραγμού (προσάρτημα 4). Γ ια επικυρωμένα αντισώ¬ 
ματα του εμπορίου, χρησιμοποιούμε τις συνιστώμενες 
αραιώσεις (συνήθως διπλά συγκεντρωμένες σε σχέση 
με τον τίτλο). 

6) Προσθέτουμε 100 μΙ σε κάθε φατνίο και επωάζου¬ 
με για 1 ώρα στους 37 °0. 

7) Τινάζουμε ελαφρά το διάλυμα αντισωμάτων από τα 
φατνία και πλένουμε όπως προηγουμένως (σημείο 4). 
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8) Παρασκευάζεται η κατάλληλη αραίωση του δευτε- 
ρεύοντος συμπλόκου αντισώματος - αλκαλικής φωσφα- 
τάσης σε ρυθμιστικό διάλυμα φραγμού (αντισωμάτων). 
Προσθέτουμε 100 μΙ σε κάθε φατνίο και επωάζουμε για 
1 ώρα στους 37 °0. 

9) Τινάζουμε ελαφρά το σύμπλοκο αντισώματος από 
τα φατνία και πλένουμε όπως προηγουμένως (σημείο 

4). 

10) Προσθέτουμε 100 μΙ διαλύματος υποστρώματος 
αλκαλικής φωσφατάσης (προσάρτημα 4) σε κάθε φατ¬ 
νίο. Επωάζουμε στο σκοτάδι σε θερμοκρασία εργαστη¬ 
ρίου και διαβάζεται η απορρόφηση στα 405 ηπι σε τα¬ 
κτικά διαλείμματα εντός 90 λεπτών. 

β) ϋΑδΙ ΕΕΙ3Α 

1) Παρασκευάζουμε την κατάλληλη αραίωση πολυ- 
κλωνικών ανοσοσφαιρινών κατά του Β. εοΙαπαοθαιτιπι σε 
ρυθμιστικό διάλυμα επικάλυψης ρΗ 9.6 (προσάρτημα 4). 
Προσθέτουμε 200 μΙ σε κάθε φατνίο. Επωάζουμε στους 
37 0 Ο για 4-5 ώρες ή στους 4 0 Ο για 16 ώρες. 

2) Πλένουμε τα φατνία τρεις φορές με ΡΒ5-Τ\λ/θθπ 
(προσάρτημα 4). 

Προσθέτουμε 190 μΙ εκχυλίσματος δείγματος σε του¬ 
λάχιστον 2 φατνία. Προσθέτουμε επίσης θετικούς και 
αρνητικούς μάρτυρες σε δύο φατνία ανά πλάκα. Επω¬ 
άζουμε για 16 ώρες στους 4 °0. 

3) Πλένουμε τα φατνία τρεις φορές με ΡΒ3-Τ\λ/θθπ 
(προσάρτημα 4). 

4) Παρασκευάζουμε κατάλληλη αραίωση μονοκλωνι- 
κών αντισωμάτων ειδικά για το Β. δοΙαπαοσαΓυπι σε ΡΒ3 
(προσάρτημα 4) που περιλαμβάνει επίσης 0,5% αλβου- 
μίνη ορού βοοειδών (Β5Α) και προσθέτουμε 190 μΙ σε 
κάθε φατνίο. Επωάζουμε για 2 ώρες στους 37 °0. 

5) Πλένουμε τα φατνία τρεις φορές με ΡΒ3-Τ\λ/θθπ 
(προσάρτημα 4). 

6) Παρασκευάζουμε κατάλληλη αραίωση συμπλόκου 
ανοσοσφαιρινών που έχουν παραχθεί κατά του ποντικι¬ 
ού με αλκαλική φωσφατάση σε ΡΒ5. Προσθέτουμε 190 μΙ 
σε κάθε φατνίο. Επωάζουμε για 2 ώρες στους 37 0 Ο. 

7) Πλένουμε τα φατνία τρεις φορές με ΡΒ3 -Τ\λ/θθπ 
( προσάρτημα 4). 

8) Παρασκευάζουμε διάλυμα υποστρώματος αλκαλικής 
φωσφατάσης που περιέχει 1 πιρ ρ-ηϋΐΌράοηγΙ ρίιοερίιαίθ 
ανά πιΙ ρυθμιστικού διαλύματος υποστρώματος (προ¬ 
σάρτημα 4). Προσθέτουμε 200 μΙ σε κάθε φατνίο. Επω¬ 
άζουμε στο σκοτάδι σε θερμοκρασία εργαστηρίου και 
διαβάζεται η απορρόφηση στα 405 ηπι σε τακτικά δια¬ 
λείμματα εντός 90 λεπτών. 

Ερμηνεία των αποτελεσμάτων της δοκιμής ΕΕΙ5Α: 

Η δοκιμή ΕΕΙ5Α είναι αρνητική εάν η ανάγνωση της 
μέσης οπτικής πυκνότητας (Οϋ) των φατνίων διπλών 
δειγμάτων είναι < 2χ ΟΟ του φατνίου αρνητικού μάρ¬ 
τυρα εκχυλίσματος δείγματος, υπό την προϋπόθεση 
ότι η Οϋ για τους θετικούς μάρτυρες υπερβαίνει σε 
όλες τις περιπτώσεις την τιμή του 1,0 (μετά από επώ¬ 
αση 90 λεπτών με το υπόστρωμα) και ότι είναι μεγα¬ 
λύτερη από την διπλάσια Οϋ των εκχυλισμάτων αρνη¬ 
τικών δειγμάτων. 

Η δοκιμή ΕΕΙ5Α είναι θετική εάν η ανάγνωση της μέ¬ 
σης οπτικής πυκνότητας (ΟΟ) από φατνία διπλών δειγ¬ 
μάτων είναι > 2χ Οϋ του φατνίου εκχυλίσματος αρνητι¬ 
κού δείγματος υπό την προϋπόθεση ότι οι τιμές Οϋ σε 
όλα τα φατνία αρνητικών μαρτύρων είναι < 2χ σε σχέ¬ 
ση με αυτές των φατνίων θετικών μαρτύρων. 

Οι αρνητικές αναγνώσεις ΕΕΙ5Α σε φατνία θετικών 
μαρτύρων δείχνουν ότι η δοκιμή δεν έχει πραγματο¬ 
ποιηθεί με ορθό τρόπο ή ότι παρεμποδίστηκε. Οι θετι¬ 
κές αναγνώσεις ΕΕΙ3Α σε φατνία αρνητικών μαρτύρων 


δείχνουν ότι υπήρξε επιμόλυνση ή δέσμευση μη εξειδι- 
κευμένων αντισωμάτων. 

9. Βιοδοκιμή 

Σημείωση: Οι προκαταρκτικές δοκιμές με τη μέθοδο 
αυτή θα πρέπει να καθιστούν δυνατή την αναπαραγώ- 
γιμη ανίχνευση 10 3 έως ΙΟ 4 μονάδων του Β. εοΙαηαοθαΓυπι 
που σχηματίζουν αποικίες ανά πιΙ που προστίθεται σε 
εκχυλίσματα δειγμάτων που προηγούμενως ήταν αρ¬ 
νητικά στις δοκιμές (για την παρασκευή βλέπε προ¬ 
σάρτημα 3). 

Η ύψιστη ευαισθησία της ανίχνευσης μπορεί να ανα¬ 
μένεται όταν χρησιμοποιείται εκχύλισμα δείγματος που 
έχει μόλις παρασκευασθεί και υπάρχουν οι βέλτιστες 
συνθήκες ανάπτυξης. Ωστόσο, η μέθοδος μπορεί να 
εφαρμοσθεί επιτυχώς σε εκχυλίσματα που έχουν απο- 
θηκευθεί σε γλυκερίνη στους -68 έως -86 °Ω. 

Το ακόλουθο πρωτόκολλο βασίζεται στον ϋαηεσ 
(1988): 

9.1. Χρησιμοποιούνται 10 προς δοκιμή φυτά μιάς ευ¬ 
παθούς ποικιλίας τομάτας (π.χ. ΜοηβγπιαΚθΓ ή ποικιλία 
με ισοδύναμη ευπάθεια όπως έχει προσδιορισθεί από 
το εργαστήριο δοκιμής) στο στάδιο του 3ου πραγματι¬ 
κού φύλλου για κάθε δείγμα. Για τις λεπτομέρειες καλ¬ 
λιέργειας, βλέπε προσάρτημα 8. Εναλλακτικά, χρησιμο¬ 
ποιούνται φυτά μελιτζάνας (π.χ. ποικιλίας ΒΙαοΙ< ΒααυΙγ 
ή ποικιλίες με ισοδύναμη ευπάθεια), χρησιμοποιούνται 
μόνον φυτά στο στάδιο των 2-3 φύλλων έως την πλή¬ 
ρη έκπτυξη του τρίτου πραγματικού φύλλου.Έχει δει- 
χθεί ότι στα φυτά μελιτζάνας τα συμπτώματα είναι λι¬ 
γότερο έντονα και αναπτύσσονται με πιο αργό ρυθμό. 
Στις περιπτώσεις που αυτό είναι δυνατόν, συνιστάται 
επομένως η χρήση σπορόφυτων τομάτας. 

9.2.100 μΙ του εκχυλίσματος δείγματος κατανέμονται 
μεταξύ των πειραματοφύτων. 

9.2.1. Μόλυνση με σύριγγα 

Τα στελέχη των φυτών μολύνονται ακριβώς πάνω από 
τις κοτυληδόνες με μια σύριγγα με υποδερμική βελόνα 
(τουλάχιστον 230). Το δείγμα κατανέμεται μεταξύ των 
πειραματοφύτων. 

9.2.2. Μόλυνση σχισμής 

Το φυτό συγκροτείται μεταξύ δύο δακτύλων και μια 
σταγόνα (περίπου 5-10 μΙ) του αιωρήματος του ιζήμα¬ 
τος τοποθετείται με σιφώνιο επί του στελέχους, μετα¬ 
ξύ των κοτυληδόνων και του πρώτου φύλλου. 

Με ένα αποστειρωμένο νυστέρι, πραγματοποιείται στο 
στέλεχος μια διαγώνια τομή, μήκους 1,0 οπι και βάθους 
ίσου προς τα 2/3 περίπου της διαμέτρου του στελέχους, 
αρχίζοντας την τομή από τη σταγόνα του ιζήματος. 

Η τομή καλύπτεται με αποστειρωμένη βαζελίνη από 
μια σύριγγα. 

9.3. Πέντε (5) σπορόφυτα μολύνονται με την ίδια τε¬ 
χνική με υδατικό αιώρημα ΙΟ 5 έως 10 6 κυττάρων ανά πιΙ 
που έχει παρασκευασθεί από 48ωρη καλλιέργεια πα- 
θογόνου στελέχους του Β. δοΙαπαοθαιτιπι βιοποικιλίας 2 
ως θετικοί μάρτυρες και με ρυθμιστικό διάλυμα ιζήμα¬ 
τος (προσάρτημα 4) ως αρνητικοί μάρτυρες. Τα φυτά 
θετικοί και αρνητικοί μάρτυρες, διαχωρίζονται από τα 
άλλα φυτά προς αποφυγή επιμολύνσεων. 

9.4. Τα πειραματόφυτα αναπτύσσονται σε εγκαταστά¬ 
σεις καραντίνας για χρονικό διάστημα έως 4 εβδομάδες 
στους 25-30°Ο και υψηλή σχετική υγρασία και κατάλλη¬ 
λο πότισμα για την αποφυγή υπεράρδευσης ή μάρανσης 
λόγω έλλειψης νερού. Γ ια την αποφυγή της μόλυνσης, 
επωάζουμε τα φυτά θετικούς μάρτυρες και αρνητικούς 
μάρτυρες σε σαφώς διαχωρισμένους πάγκους σε θερ¬ 
μοκήπιο ή θάλαμο ανάπτυξης ή, στην περίπτωση που ο 
χώρος είναι περιορισμένος, εξασφαλίζουμε τον αυστηρό 
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διαχωρισμό μεταξύ των χειρισμών. Εάν πρέπει να επω- 
ασθούν φυτά για διαφορετικά δείγματα το ένα κοντά 
στο άλλο, διαχωρίζονται με τα κατάλληλα παραπετά¬ 
σματα. Κατά τη λίπανση, το πότισμα, την επιθεώρηση 
και οιουσδήποτε άλλους χειρισμούς δίδεται εξαιρετι¬ 
κή προσοχή ώστε να αποφεύγεται τυχόν επιμόλυνση. 
Είναι σημαντικό να διατηρούνται τα θερμοκήπια και οι 
θάλαμοι ανάπτυξης απαλλαγμένα από όλα τα έντομα 
εχθρούς καθώς μπορεί αυτά να μεταδίδουν το βακτή¬ 
ριο από δείγμα σε δείγμα. 

Παρατηρούμε για συμπτώματα μαρασμού, επιναστί- 
ας, χλώρωσης ή/και νανισμού. 

9.5. Απομονώνουμε από προσβεβλημένα φυτά (ενότη¬ 
τα 11.3.) και ταυτοποιούμε καθαρές καλλιέργειες πιθα¬ 
νού Β. εοΙαπαοθαιχιπι (ενότητα Ν/Ι.Β.). 

9.6. Εάν δεν παρατηρηθούν συμπτώματα μετά από 3 
εβδομάδες, πραγματοποιείται δοκιμή ΙΕ/ΡΘΒ/απομόνω- 
ση σε σύνθετο δείγμα τμημάτων στελεχών μήκους 1 οπι 
από κάθε φυτό δοκιμής που έχουν ληφθεί πάνω από το 
σημείο μόλυνσης. Εάν η δοκιμή είναι θετική, πραγμα¬ 
τοποιούμε εξάπλωση αραιώσεων σε στερεό υπόστρω¬ 
μα (ενότητα 4.1). 

9.7. Ταυτοποιούμε τυχόν καθαρές καλλιέργειες πιθα¬ 
νού Β. εοΙαηαοθαΓυπι (ενότητα Ν/Ι.Β.). 

Ερμηνεία των αποτελεσμάτων της βιοδοκιμής 
Τα αποτελέσματα της βιοδοκιμής είναι έγκυρα όταν 
τα φυτά του θετικού μάρτυρα εμφανίζουν τυπικά συ¬ 
μπτώματα, τα βακτήρια είναι δυνατόν να απομονωθούν 
εκ νέου από τα εν λόγω φυτά και δεν εντοπίζονται συ¬ 
μπτώματα στους αρνητικούς μάρτυρες. 

Η βιοδοκιμή είναι αρνητική αν τα φυτά δοκιμής δεν 
είναι προσβεβλημένα από Β. 5θΐ3η3θθ3ΐ·υπι υπό τον όρο 
ότι το Β. 5θΐ3η3θθ3Γυπι ανιχνεύεται στους θετικούς μάρ¬ 
τυρες. 

Η βιοδοκιμή είνα θετική αν τα φυτά δοκιμής είναι προ¬ 
σβεβλημένα από Β. 3θΐ3η3θθ3Γυπι. 

Β. Δοκιμές ταυτοποίησης 

Ταυτοποιούνται οι καθαρές καλλιέργειες των πιθα¬ 
νών απομονώσεων του Β. 3θΙαη3θΘ3Γυπι χρησιμοποιώ¬ 
ντας τουλάχιστον δύο από τις ακόλουθες δοκιμές που 
βασίζονται σε διαφορετικές βιολογικές αρχές. 

Για κάθε δοκιμή που πραγματοποιείται (βλέπε προ¬ 
σάρτημα 3), συμπεριλαμβάνονται γνωστά στελέχη ανα¬ 
φοράς όπου ενδείκνυται. 

1. Θρεπτικές και ενζυματικές δοκιμές ταυτοποίησης 
Προσδιορίζονται οι ακόλουθες φαινοτυπικές ιδιότη¬ 
τες που παρουσιάζει ή όχι εν γένει το Β. 3θΐ3η3θΘ3Γυπι, 
σύμφωνα με τις μεθόδους των ίβΙΙίοΙΙ και δίθ3ά (1987), 
ΚΙοπίθπί θί 31. (1990), δοίΐ33ά (2001) 

Δοκιμή 

Παραγωγή φθορίζουσας χρω 
στικής 

Έγκλειστα πολύ -β- υδροξυ- 
βουτυρικού 

Δοκιμή οξείδωσης/ζύμωσης 
(Ο/Ρ) 

Δραστηριότητα καταλάσης 
Δοκιμή οξειδάσης Κονβο 
Αναγωγή νιτρικών ιόντων 
Χρησιμοποίηση κιτρικών 
ιόντων 

Ανάπτυξη στους 40 °Θ 
Ανάπτυξη σε 1% ΝαΘΙ 


Ανάπτυξη σε 2% ΝαΘΙ 
Δραστηριότητα διυδρολάσης 
της αργινίνης 
Υγροποίηση ζελατίνης 
Υδρόλυση αμύλου 
Υδρόλυση αισκουλίνης 
Παραγωγή Ιαναη 

2. Δοκιμή ΙΕ 

2.1. Παρασκευάζεται αιώρημα περίπου 10 6 κυττάρων 
ανά πιΙ σε ρυθμιστικό διάλυμα ΙΕ (προσάρτημα 4). 

2.2. Παρασκευάζεται σειρά διπλών αραιώσεων κατάλ¬ 
ληλου αντιορρού (βλέπε ιστοχώρο άΙΙρ://ΐθΓυπι.θυΓορ3. 
θυ.ίηΙ/ΡυόΙίο/ίΓθ/53ηοο/Ηοηη8/πΐ3ίη). 

2.3. Εφαρμόζουμε τη διαδικασία ΙΕ (ενότητα Ν/Ι.Α.5.). 

2.4. Επιτυγχάνεται θετική δοκιμή ΙΕ εάν ο τίτλος ΙΕ 
της καλλιέργειας είναι ισοδύναμος με αυτόν του θε¬ 
τικού μάρτυρα. 

3. Δοκιμή ΕίΙδΑ 

Σημείωση: Εάν πραγματοποιούμε μόνον 2 δοκιμές ταυ¬ 
τοποίησης, δεν χρησιμοποιούμε άλλη ορρολογική δοκι¬ 
μή επιπροσθέτως προς τη μέθοδο αυτή. 

3.1. Παρασκευάζεται αιώρημα περίπου 10 8 κυττάρων 
ανά πιΙ σε IX ΡΒδ (προσάρτημα 4). 

3.2. Πραγματοποιούμε την κατάλληλη διαδικασία 
ΕίΙδΑ με εξειδικευμένο μονοκλωνικό αντίσωμα του Β. 
3θΐ3Π3αθ3Γυπι. 

3.3. Η δοκιμή ΕίΙδΑ είναι θετική εάν η ανάγνωση ΕίΙδΑ 
που προκύπτει από την καλλιέργεια είναι τουλάχιστον 
η μισή από αυτήν που προκύπτει από το θετικό μάρ¬ 
τυρα. 

4. Δοκιμές ΡΘΒ 

4.1. Παρασκευάζεται αιώρημα περίπου 10 6 κυττάρων 
ανά ιίπΙ σε αποστειρωμένο νερό μοριακού βαθμού κα¬ 
θαρότητας. 

4.2. Θερμαίνονται 100 μΙ του αιωρήματος κυττάρων σε 
κλειστούς σωλήνες σε θερμικό μπλοκ ή αναβράζον υδα- 
τόλουτρο στους 100 °0 για 4 λεπτά. Τα δείγματα μπο¬ 
ρούν τότε να αποθηκευθούν σε θερμοκρασία -16 έως - 
24 °Θ έως ότου χρειασθεί να χρησιμοποιηθούν. 

4.3. Εφαρμόζονται οι κατάλληλες διαδικασίες ΡΘΒ για 
την ενίσχυση των αμπλικονίων που είναι ειδικά για το 
Β. εοΙβηαοθΒΓυπι [π.χ. δθβΙ θί 31. (1993)· ΡβεΙπΙκ και Μβίεε, 
(2000)· Ρ38ΐπΙ< θί 31. (2002)· Βουάαζίη θί 31. (1999)· 0ρίη3 
θί 31. (1997), ΝΛ/θΙΙθγ θί 31. (1999)]. 

4.4. Επιτυγχάνεται θετική ταυτοποίηση του Β. 
3θΐ3Π3αθ3Γυπι εάν τα αμπλικόνια της ΡΘΒ έχουν το ίδιο 
μέγεθος και τους ίδιους πολυμορφισμούς μήκους θραυ¬ 
σμάτων εκ περιορισμού όπως το στέλεχος των θετι¬ 
κών μαρτύρων. 

5. Δοκιμή ΕΙδΗ 

5.1. Παρασκευάζεται αιώρημα περίπου ΙΟ 6 κυττάρων 
ανά πιΙ σε ίΙΡΝΑ/. 

5.2. Εφαρμόζεται η διαδικασία ΕΙδΗ (ενότητα Ν/Ι.Α.7.) 
με τουλάχιστον 2 ολιγοανιχνευτές ειδικούς για το Β. 
3θΐ3Π3αθ3Γυπι (προσάρτημα 7). 

5.3. Επιτυγχάνεται θετική δοκιμή ΕΙδΗ εάν επιτυγχά¬ 
νονται οι ίδιες αντιδράσεις από την καλλιέργεια και το 
θετικό μάρτυρα. 

6. Προφίλ σε λιπαρά οξέα (ΕΑΡ) 

6.1. Η καλλιέργεια αναπτύσσεται σε ΐΓγρΙίοαεβ εογ βραι - 
(Οχοίά) για 48 ώρες στους 28 °Θ. 

6.2. Εφαρμόζεται κατάλληλη διαδικασία ΕΑΡ (ύαηεβ, 
1991- δίθ3ά, 1992). 

6.3. Επιτυγχάνεται θετική δοκιμή ΕΑΡ εάν το προφίλ 
της πιθανής καλλιέργειας είναι το ίδιο με αυτό του θε¬ 
τικού μάρτυρα. Η παρουσία χαρακτηριστικών λιπαρών 


Αναμενόμενο 

αποτέλεσμα 

+ 

0+/Ε- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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οξέων είναι 14:0 30Η, 16:0 20Η, 16:1 20Η και 18:1 20Η και 
η απουσία του 16:0 30Η είναι σε μεγάλο βαθμό ενδει¬ 
κτική ενός είδους του γένους ΒεΙεΙοηία. 

7. Μέθοδοι χαρακτηρισμού στελέχους 
Ο χαρακτηρισμός στελέχους χρησιμοποιώντας μία 
από τις ακόλουθες μεθόδους συνιστάται για κάθε νέα 
περίπτωση απομόνωσης του Β. εοΙαπαοθαΓυιτι. 

Στις περιπτώσεις που κάτι τέτοιο ενδείκνυται, συμπε- 
ριλαμβάνονται γνωστά στελέχη αναφοράς για κάθε δο¬ 
κιμή που πραγματοποιείται (βλέπε προσάρτημα 3). 

7.1. Χαρακτηρισμός βιοποικιλίας 
Το Β. εοΙαηαοοαΓυηη χωρίζεται σε βιοποικιλίες με βάση 
την ικανότητά τους να χρησιμοποιούν ή/και να οξει¬ 
δώνουν τρεις δισακχαρίτες και τρεις εξοζοαλκοόλες 
(ΗαγνναΓά, 1964 και Η3γνν3ΐτΙ θΐ 31., 1990). Το υπόστρωμα 
ανάπτυξης για τη δοκιμή βιοποικιλίας περιγράφεται στο 
προσάρτημα 2. Η δοκιμή μπορεί να διεξαχθεί με επιτυ¬ 
χία με μόλυνση με βελόνα του υποστρώματος με κα¬ 
θαρές καλλιέργειες απομονώσεων του Β. εοΙαπεοθεΓυπι 
και επώαση στους 28ΊΟ. Εάν τα υποστρώματα κατανέ- 
μονται σε αποστειρωμένες πλάκες καλλιέργειας κυττά¬ 
ρων των 96 φατνίων (200 μΙ ανά φατνίο), είναι δυνατόν 
να παρατηρηθεί εντός 72 ωρών αλλαγή χρώματος από 
το πράσινο της ελιάς στο κίτρινο, πράγμα που αποτε¬ 
λεί ένδειξη θετικού αποτελέσματος της δοκιμής. 





Βιοποικιλία 


1 

2 

3 

4 5 

Χρήση: 





Μαλτόζης 

- 

+ 

+ 

+ 

Λακτόζης 

- 

+ 

+ 

+ 

ϋ (+) Κελλοβι- 

- 

+ 

+ 

+ 

όζης 





Μαννιτόλης 

- 

- 

+ 

+ + 

Σορβιτόλης 

- 

- 

+ 

+ 

Δουλκιτόλης 

- 

- 

+ 

+ 


Επιπρόσθετες δοκιμές διαφοροποιούν τη βιοποικι- 


λία 2 σε υπο-φαινότυπους. 



Βιοποικι- 
λία 2Α 
(Παγκόσμια 
εξάπλωση) 

Βιοποικι- 
λία 2Α 
(Στη Χιλή 
και την 
Κολομ¬ 
βία) 

Βιοποικι- 
λία 2Τ 
(Σε τροπι¬ 
κές περιο¬ 
χές) 

Χρησιμοποίηση τρεα- 
λόζης 

- 

+ 

+ 

Χρησιμοποίηση μεσο- 
ινοσιτόλης 

+ 


+ 

Χρησιμοποίηση ϋ ρι- 
βόζης 

- 


+ 

Πηκτινολυτική δραστη- 
ριότητα(') 

χαμηλή 

χαμηλή 

υψηλή 

(') Βλέπε ΙβΙΙίοΙΙ 3Πά 31θ3ά (1987). 


7.2. Το γενωμικό αποτύπωμα 

Η μοριακή διαφοροποίηση των στελεχών στο σύμπλο- 
κο Β. 3θΐ3η3θθ3Γυπι μπορεί να επιτευχθεί με διάφορες 
τεχνικές, συμπεριλαμβανομένων των εξής: 

7.2.1. Ανάλυση πολυμορφισμού μήκους θραυσμάτων εκ 
περιορισμού (ΒΡΕΡ) (ΟοοΙ< θΐ 31., 1989). 

7.2.2. Επαναληπτική αλληλουχία ΡΟΒ χρησιμοποιώ¬ 
ντας εκκινητές ΒΕΡ, ΒΟΧ και ΕΒΙΟ (Εουννε Θΐ 31., 1995- 
δπιίΙΙι θί 31., 1995). 

7.2.3. Ανάλυση πολυμορφισμού ενισχυμένου μήκους 
θραυσμάτων (ΑΡ1_Ρ) (Ν/βπ 0θγ \Ν οΐί 81 31., 1998). 

7.3. Μέθοδοι ΡΟΒ 


Ειδικοί εκκινητές ΡΟΒ (Ρ35ίπΙ< θί 31, 2002- βλέπε προ¬ 
σάρτημα 6) είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθούν για τη 
διαφοροποίηση στελεχών που ανήκουν στην ομάδα 1 
(βιοποικιλίες 3, 4 και 5) και στην ομάδα 2 (βιοποικιλίες 
1, 2Α και 2Τ) του Β. 5θΐ3Π3θθ3πυηη, όπως προσδιορίσθη¬ 
καν αρχικά από την ανάλυση ΒΡΙ_Ρ (ΟοοΚ θί 31., 1989) 
και την εύρεση της αλληλουχίας των 163 ιΌΝΑ (ΤβςίΐΒνί 
θί 31., 1996). 

Γ. ΔΟΚΙΜΗ ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΣΗΣ 

Η δοκιμή παθογένειας πρέπει να πραγματοποιείται ως 
τελική επιβεβαίωση τηη διάγνωσης του Β. 3θΐ3Π3θθ3πυπι 
καθώς και για την εκτίμηση της παθογένειας των καλ¬ 
λιεργειών που ταυτοποιούνται ως Β. 5θΐ3Π3θθ3πιπι. 

1) Παρασκευάζεται μόλυσμα πεμίπου 10 6 κυττάρων 
ανά ιίπΙ από καλλιέργεια 24-48 ωρών της απομόνωσης 
προς εξέταση και κατάλληλο στέλεχος θετικού μάρ¬ 
τυρα του Β. 3θΐ3Π3θθ3Γυπι (π.χ. ΝΟΡΡΒ 4156 = Ρϋ 2762 = 
ΟΡΒΡ 3857- βλέπε προσάρτημα 3). 

2) Μολύνουμε 5γΙ0 ευπαθή σπορόφυτα τομάτας ή με¬ 
λιτζάνας στο στάδιο του τρίτου πραγματικού φύλλου 
(βλέπε ενότητα Ν/Ι.Α.9). 

3) Επωάζουμε για μέγιστο χρονικό διάστημα 2 εβδο¬ 
μάδων στους 25-28 °Ω και σε υψηλή σχετική υγρασία 
με κατάλληλο πότισμα έτσι ώστε να αποφευχθεί η υπε- 
ράρδευση ή η καταπόνηση από ξηρασία. Με καθαρές 
καλλιέργειες, η τυπική μάρανση θα πρέπει να εμφανι¬ 
στεί εντός 14 ημερών. Εάν δεν εμφανιστούν συμπτώμα¬ 
τα μετά το εν λογω χρονικό διάστημα, η καλλιέργεια 
δεν μπορεί να επαληθευθεί ως παθογόνος μορφή του 
Β. 3θΐ3Π3θθ3Γυπι. 

4) Παρατηρούμε για συμπτώματα μαρασμού ή/και επι- 
ναστία, χλωρωση η νανισμό. 

5) Πραγματοποιείται απομόνωση από φυτά που πα¬ 
ρουσιάζουν συμπτώματα ρε αφαίρεση τμήματος του 
στελέχους 2 οπι πάνω απο το σημείο μόλυνσης. Τεμα¬ 
χίζουμε τους ιστούς και παρασκευάζουμε αιώρημα σε 
ενα μικρό όγκο αποστειρωμένου, αποσταγμένου νερού 
ή σε 50 πιΜ ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (προ¬ 
σάρτημα 4). Απομονώνουμε από το αιώρημα με εξά- 
πλωση αραιώσεων ή γραμμική εξάπλωση σε κατάλληλο 
υπόστρωμα, κατά προτίμηση σε εκλεκτικό υπόστρωμα 
(προσάρτημα 2), επωάζουμε για 48-72 ώρες στους 28 
°0 και παρατηρούμε το σχηματισμό τυπικών αποικιών 
του Β. 3θΐ3η3θθ3Γυπι. 

Προσάρτημα 1 

Εμπλεκόμενα εργαστήρια στη βελτιστοποίηση και 
επικύρωση των πρωτοκόλλων 


Εργαστήριο(') 

Θέση 

Χώρα 

Αςβηίυι· ϊογ ΟθδυπόΙτθίΙ υπό Εγ- 
Π3ΐΊΓυη953ίθίΐθΓίΐΘίΙ 

Βιέννη και 
Ιίπζ 

Αυστρία 

ϋθρ^ΓίθΙΤΙθηΐ Οθ\Λ/35&θ5θΐΊΘ|·- 

ηηΐηρ 

ΜθγθΙ5θΙ<θ 

Βέλγιο 

Ρΐ3ηίθ0ίΓθΙ<ΙΟΓ3ΐθί 

ίγηθόγ 

Δανία 

ΟβηΐΓβΙ δοίθΙΊΟΘ Ε36θΓ3ίθΓγ 

ΥογΚ 

Αγγλία 

δοοίΐίδίι ΑςπουΙΙυΓβΙ δοίθηοβ 
Αμβηογ 

Εδιμβούρ¬ 

γο 

Σκωτία 

Ε3βθΓ3ίθίΓΘ ΝβίίοηβΙ όθ 13 Ργο- 
ίθοίίοη όθδ νιςιίβυχ, 
ίΐηίίι ΒβοΙιποΙομίθ 

ΑπςβΓδ 

Γ αλλία 

Ε3όθΓ3ίοίΓθ ΝβίίοηβΙ όθ 13 Ριό- 
ίθοίίοη όθδ νιςιίβυχ, 
δίβίίοη όθ 0υ3Γ3πί3ίηβ όθ 13 
Ροηηηηθ όθ Τθιύθ 

Ιθ Βίιβυ 

Γ αλλία 

ΒίοΙοςίδοίΐθ Βυηόβδ3η3ΐ3ΐ1 

ΚΙθΐηπτοοή- 

ηο νν 

Γ ερμανία 

Ρΐΐ3ηζθηδθίιυίΖ3πηΙ ΗβηηονβΓ 

Αννόβερο 

Γ ερμανία 

δίβίθ ί3ΐθΟΓ3ίθΓν 

Δουβλίνο 

Ιρλανδία 
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ΟίρβΓίίηηθηΙο άί δοίθΠΖΘ Θ ΤθΟ- 
ηοίορίθ ΑρΓ03πιΐ3ίΘηί3Ν 

ΒοΙορηβ 

Ιταλία 

Ββρίοηβ νβηβίο ΕΙηίώ Ρβπίθποβ 
ρβΓ ί δβΓνίζί Ρίΐοδβηίΐβπ 

νβιηηα 

Ιταλία 

ΝθάθΗβηάδθ ΑΙρβηηβηβ Κβυ- 
πηρδάίβηδΐ 

ΕπιπίθΙοοΓά 

Κάτω Χώρες 

ΡΙβηΙβηζίΘΐάθηΚυηάΙρβ ϋιβηδί 

\Α/ 30 θηίη- 

0ΘΠ 

Κάτω Χώρες 

ϋίΓβοηγο-ΟβΓ3ΐ άβ ΡΓΟΙβοηγο 
ά 3 δ ΟυΙΙυΓβδ 

Λισσαβώνα 

Πορτογαλία 

ΟθπΙγο ϋίβρηοδίίοο άθ ΑΙάθ 3 Γ- 
τυ6ί3 

83ΐ3πΐ3ηο3 

Ισπανία 

Ιηδϋΐυίο νβίβηοίβηο άθ Ιηνθδΐί- 
03 θίθηθδ Α 0 Γ 3 Π 33 

νβίθηοίβ 

Ισπανία 

δννβάίδή υηίνβΓδίΙγ οί ΑρτίουΙΐυΓ- 
31 δοίθηοβδ 

ϋρρδ 3 ΐ 3 

Σουηδία 

ί 1 ) Στοινεία επιστηυόνων: Βλέπε ιστονώοο Ιι11ο://ίοι·υηη. 
ΘυΓοοβ.Θυ.ίηΙ/ΡυάΙίο/ίΓο/δβηοο/Ηοηηθ/ηηβίη 


Προσάρτημα 2 

Θρεπτικά υλικά για την απομόνωση και 
καλλιέργεια του Β. δοΐαπαοοαιτιπι 

α) Γενικά θρεπτικά υποστρώματα καλλιέργειας 


ΝυΙποηΙ Α03Ι- (ΝΑ) 

ΝυΙποηΙ 303Γ (ϋίΐοο) 23,0 9 

Αποσταγμένονερό 1,0 Ε 

Διαλύονται τα συστατικά και το υλικό αποστειρώνε¬ 
ται σε αυτόκαυστο στους 121 °Θ επί 15 λεπτά. 
Υθβεί-ΡθρΙοηο-ΟΙυοοεθ-ΑρΒΓ (ΥΡΟΑ) 

Υθ35ί ΕχΙγβοΙ (ϋίίοο) 5,0 9 

ΒβοΙο-ΡθρΙοπθ (ϋίΐοο) 5,0 9 

ϋ(+)-γλυκόζη (μονοϋδρική) 10,0 9 

Β3οΙο-Α93γ (ϋίΐοο) 15,0 9 

Αποσταγμένο νερό 1,0 Ε 

Διαλύονται τα συστατικά και το υλικό αποστειρώνε¬ 
ται σε αυτόκαυστο στους 121 °Θ επί 15 λεπτά. 

ΒυοΓΟδθ ΡορΙοηο Αρ3Γ (5ΡΑ) 
δυοΓΟδθ (σακχαρόζη) 20,0 9 

ΒβοΙο-ΡθρΙοπθ (Οίίοο) 5,0 9 

Κ,ΗΡ0 4 0,5 9 

Μ930 4 .7Η 2 0 0,25 9 

Β3οΙο-Α93γ (ϋίΐοο) 15,0 9 

Αποσταγμένονερό 1,0 Ε 

ρΗ 7.2 - 7.4 

Διαλύονται τα συστατικά και το υλικό αποστειρώνε¬ 


ται σε αυτόκαυστο στους 121 °Θ επί 15 λεπτά. 
Θρεπτικό υλικό ΚβΙπΐ3π'δ ΙβίΓθζοΙίυππ 


Θβδαπιίηο Αοίάδ (Θιίοο) 1,0 9 

ΒβοΙο-ΡθρΙοηθ (Οίίοο) 10,0 9 

βοχίΓοεβ (δεξτρόζη) 5,0 9 

Β3οΙο-Α93γ Ρίίοο) 15,0 9 

Αποσταγμένο νερό 1,0 ί 


Διαλύονται τα συστατικά και το υλικό αποστειρώνε¬ 
ται σε αυτόκαυστο στους 121 °Θ επί 15 λεπτά. 

Ακολουθεί ψύξη στους 50 °Θ και προστίθεται διάλυμα 
χλωριούχου 2,3,5-ΐΓΪρΙπβηγΙ ΙοίΓΒΖοΙίυπι οΝοΐΊάθ (819013), το 
οποίο έχει αποστειρωθεί με διήθηση από φίλτρο, ώστε 
να ληφθεί τελική συγκέντρωση 50 πιρ ανά λίτρο. 

β) Επικυρωμένα εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώματα 
καλλιέργειας 

Θρεπτικό υλικό 5Μ3Α (Επ9ΐβδΓθθΙι11994, όπως τροπο¬ 


ποιήθηκε από ΕΙρίιίηδΙοηο θί 31., 1996) 

Βασικό θρεπτικό υλικό 

Θβδαπιίηο βοίόδ (ϋίίοο) 1,0 9 

ΒβοΙο-ΡθρΙοηθ (Οίίοο) 10,0 9 

Γλυκερίνη 5,0 πιΙ 

Β3οΙο-Α93γ (Οίΐοο)-(βλέπε) σημείωση 2) 15,0 9 
Αποσταγμένο νερό 1,0 Ε 


Διαλύονται τα συστατικά και το υλικό αποστειρώνε¬ 
ται σε αυτόκαυστο στους 121 °Θ επί 15 λεπτά. 

Ακολουθεί ψύξη στου9 50 °Θ και προσθέτουμε υδατικά 
πυκνά διαλύματα που έχουν αποστειρωθεί με διήθηση 
από φίλτρο των ακολούθων συστατικών για την επίτευ¬ 
ξη των εξειδικευμένων τελικών συγκεντρώσεων: 


ΟγδΙβΙ νίοίθΐ (δίρπιβ) 
ΡοΙγηηίχίη-Β-3υΙρΙΐ3ΐΘ (δίριτιβ Ρ- 
1004) 

Β3θίΐΓ3θίη (δίςιτιβ Β-0125) 

Ο 0 ΙθΓ 3 ηηρΐ 7 θηίοοΙ (δίςηηβ 0-3175) 
ΡθηίοίΙΙίη-Θ (6191713 Ρ-3032) 


χλωριούχο 2,3,5-τριφαινυλο-τε- 
τραζόλιο (δί0ΐτΐ3) 

Σημείωση: 

1. Η χρήση άλλων αντιδραστηρίων από αυτά που ανα- 
φέρονται παραπάνω ενδέχεται να επηρεάσει την ανά¬ 
πτυξη του Β. δθί3η3θθ3Γυπι. 

2. Το Οχοίό Α93Γ #1 μπορεί να χρησιμοποιηθεί αντί 
για το ΒβοΙο-Α93γ (ϋίίοο). Στην περίπτωση αυτή, η ανά¬ 
πτυξη του Β. δοΙαηΒΟΘβΓυπι θα είναι βραδύτερη, αν και 
ενδέχεται να μειωθεί επίσης η ανάπτυξη ανταγωνιστι¬ 
κών σαπροφύτων. Για το σχηματισμό των τυπικών αποι¬ 
κιών του Β. δοΙαηΒΟΘβΓυπι ενδέχεται να χρειαστούν 1-2 
ημέρες παραπάνω και ο κόκκινος χρωματισμός ενδέ¬ 
χεται να είναι πιο απαλός και πιο διάχυτος απ’ ό,τι στο 
Β3010-Α93Γ. 

3. Η αύξηση της συγκέντρωσης βακιτρακίνης σε 2500 
υ ανά Ε ενδέχεται να μειώσει τους πληθυσμούς των 
ανταγωνιστικών βακτηρίων χωρίς να επηρεάσει την 
ανάπτυξη του ΒεΙδΙοηία δοΙβπβοθΒΓυπι. 

Αποθηκεύουμε τα θρεπτικά υποστρώματα και τα πυ¬ 
κνά διαλύματα αντιβιοτικών στους 4 °Θ στο σκοτάδι και 
τα χρησιμοποιούμε εντός ενός μήνα. 

Τα τρυβλία πρέπει να είναι απαλλαγμένα από συμπύ¬ 
κνωση στην επιφάνεια πριν από τη χρήση. 
Αποφεύγουμε το υπερβολικό στέγνωμα των τρυβλίων. 
Πρέπει να πραγματοποιείται έλεγχος ποιότητας μετά 
την παρασκευή κάθε νέας παρτίδας υποστρώματος με 
την εξάπλωση σε τρυβλία του αιωρήματος της καλλι¬ 
έργειας αναφοράς του Β. δοΙαηβοοβΓυπι (βλέπε προ¬ 
σάρτημα 3) και την εξέταση ενδεχόμενου σχηματισμού 
τυπικών αποικιών μετά την επώαση στους 28 °Θ για 2- 
5 ημέρες. 

γ) Επικυρωμένα υποστρώματα εμπλουτισμού 
3Μ3Α ΒΐΌίά (ΕΙρίιίπδΙοηθ θί 31., 1996) 

Παρασκευάζουμε όπως για το εκλεκτικά υλικό με άγαρ 
5Μ3Α αλλά παραλείπουμε το ΒβοΙο-ΑρβΓ και το χλωρι¬ 
ούχο 2,3,5-τριφαινυλο-τετραζόλιο. 

Μοάίίίοά \Λ/ίΙόπηί< άΓΟίά (ΘΒίτίδο θί 31 ., 2002) 


5 1710 ανά Ε 

600.000 ϋ (περίπου 
1ΟΟΓΤ10) ανά Ε 
1250 0 (περίπου 25 πιρ) 
ανά Ε 

5 1710 ανά Ε 

825 υ (περίπου 0,5 πιρ) 
ανά Ε 
ανά Ε 

50 πιρ ανά Ε 


δυοΓΟδθ (σακχαρόζη) 10ρ 

ΡΐΌίθΟδθ ρορίοηο 59 

Κ 2 ΗΡΘ 4 0,59 

Μ 9 50 4 0,259 

Ν3Ν0 3 0,259 

Αποσταγμένο νερό 1Ε 


Αποστειρώνουμε σε αυτόκαυστο στους 121 °Θ επί 15 
λεπτά και ψύχουμε στους 50 °Θ. 

Προσθέτουμε αντιβιωτικά πυκνά διαλύματα όπως και 
για το ζωμό 3Μ3Α. 

Προσάρτημα 3 

Α. Τυποποιημένο υλικό μαρτύρων που διατίθεται στο 
εμπόριο 
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α) Απομονώσεις βακτηρίων 

Συνιστάται η χρήση των ακόλουθων βακτηριακών 
απομονώσεων ως τυποποιημένου υλικού αναφοράς είτε 
ως θετικών μαρτύρων (πίνακας 1) είτε κατά τη διάρ¬ 
κεια της βελτιστοποίησης των δοκιμών για την απο¬ 
φυγή διασταυρωτών αντιδράσεων (πίνακας 2). Όλα τα 
στελέχη διατίθενται στο εμπόριο από τους ακόλου¬ 
θους φορείς: 

1. ΝαίίοηαΙ ΟοΙΙοοΙίοη οΐ ΡΙαηΐ ΡαΙάοροπίο ΒαοΙοηα 
(ΝΟΡΡΒ), ΟοηίΓαΙ δοίοηοο ΕαόοΓαΙΟΓγ, ΥοιΊς ΗΒ. 

2. ΟυΙΙυΓθ ΟοΙΙοοΙίοη οΐ Ιίιο ΡΙαηΙ ΡγοΙοοΙιοπ δοη/ίοο (Ρϋ), 
ννβρθηίηροη, Κάτω Χώρες. 

3. ΟοΙΙοοΙίοη ΡΓαηηαίεο άβ ΒαοΙιηοε ΡάγΙοραΙάοοθηβε 
(ΟΡΒΡ), ΙΝΒΑ δίΒίίοη ΡίιγΙοάβαΙιηοΙορίβ, ΑηρβΓδ, Γαλλία. 

Πίνακας 1: Κατάλογος αναφοράς δΜΤ απομονώσεων 
του Β. εοΙβηαοθΒΓυπι 


Κωδικός 

ΝΟΡΡΒ 

8 ΜΤ 

# 

ΑΛΛΟΙ ΚΩΔΙΚΟΙ 

ΧΩΡΑ 

ΠΡΟΕ¬ 

ΛΕΥΣΗΣ 

Βιο- 

ποικι- 

λία 

ΝΟΡΡΒ 

4153 

6 

ΟΡΒΡ 4582, Ργ 
3020. ΕΙΙΒ311 

Αίγυ¬ 

πτος 

2 

ΝΟΡΡΒ 

4154 

10 

ΟΡΒΡ 4585, 550, 
ΕΙΙΒ321 

Τουρκία 

2 

ΝΟΡΡΒ 

3857 

12 

ΟΡΒΡ 4587, Ργ 

1140. ΕΙΙΒ326 

Αγγλία 

2 

ΝΟΡΡΒ 

1584 

23 

ΟΡΒΡ 4598, 
ΕΙΙΒ349 

Κύπρος 

2 

ΝΟΡΡΒ 

2505 

24 

ΟΡΒΡ 4599, 
ΕΙΙΒ350 

Σουηδία 

2 

ΝΟΡΡΒ 

4155 

26 

ΟΡΒΡ 4601, 502, 
ΕΙΙΒ555 

Βέλγιο 

2 

ΝΟΡΡΒ 

41560) 

7ΙΟ 

ΡΩ 2762, ΟΡΒΡ 
3857 

Κάτω 

Χώρες 

2 

ΝΟΡΡΒ 

4157 

66 

ΙΝΡν 15.59 

Γ αλλία 

2 

ΝΟΡΡΒ 

4158 

39 

ΟΡΒΡ 4608, ΡοΠ 
448. ΕΙΙΒ380 

Πορτο- 

ναλία 

2 

ΝΟΡΡΒ 

4160 

69 

1VIΑ-1632-2 

Ισπανία 

2 

ΝΟΡΡΒ 

4161 

76 

Β3Β 

Γερμα¬ 

νία 

2 

ΝΟΡΡΒ 

325 

41 

ΟΡΒΡ 2047, 
ΚΕ160-1. Β842 

ΗΠΑ 

1 

ΝΟΡΡΒ 

3967 

42 

ΟΡΒΡ 4610, Β285, 
ΟΟΝα7 

Κόστα 

Ρίκα 

1 

ΝΟΡΡΒ 

4028 

43 

ΟΡΒΡ 4611, 

Β303/571, ΟΙΡ310, 
3ΕΟ205 

Κολομ¬ 

βία 

2 

ΝΟΡΡΒ 

3985 

44 

ΟΡΒΡ 4612, Β578, 
ΟΙΡ312 

Περού 

2Τ 

ΝΟΡΡΒ 

3989 

45 

ΟΡΒΡ 4613, Β568, 
ΟΙΡ226 

Βραζι¬ 

λία 

2Τ 

ΝΟΡΡΒ 

3996 

46 

ΟΡΒΡ 3928, 
Β276/355, ΟΙΡ72, 
3Ε0225 

Περού 

3 

ΝΟΡΡΒ 

3997 

47 

ΟΡΒΡ 4614, 

Β28 0/363, ΟΙΡ49, 
ΗΑΥ01313 

Αυ¬ 

στρα¬ 

λία 

3 

ΝΟΡΡΒ 

4029 

48 

ΟΡΒΡ 4615, 
Β297/349, ΟΙΡ121, 
ΟΙΥΙΙά2861 

Σρι 

Λάνκα 

4 

ΝΟΡΡΒ 

4005 

49 

ΟΡΒΡ 4616, Β470 

Φιλιππί¬ 

νες 

4 

ΝΟΡΡΒ 

4011 

50 

ΟΡΒΡ 4617, Β288, 
ΗΕπιοδ2 

Κίνα 

5 

(*) Χρησιμοποιούμε ως τυποποιημένο στέλεχος αναφοράς 
του Β. δθΐ3Π3θθ3Γυπι βιοποικιλία 2 (φυλή 3). 


Σημείωση: ΡΙ αυθεντικότητα των ανωτέρω στελεχών 
μπορεί να είναι εγγυημένη μόνον εάν παρέχονται από 
αυθεντική συλλογή καλλιεργειών. 

Πίνακας 2: Κατάλογος αναφοράς δΜΤ ορολογικά ή 
γενετικά σχετιζομένων βακτηρίων για χρήση στη βελ¬ 
τιστοποίηση των δοκιμών ανίχνευσης. 


Κωδικός 

3ΜΤ 

Άλλος κω- 

Ταυτοποίηση 

ΝΟΡΡΒ 

# 

δικόο 


ΝΟΡΡΒ 

51 

ΟΡΒΡ 1954 

ΒθοίΙΙυβ ροΐγπιγχβή) 

4162 

ΝΟΡΡΒ 

52 

ΟΡΒΡ 1538 

Ρδβυάοπιοηβε ΓπβΓρί- 

4163 



πβΐίδ ρν. ΓπβΓρίηβΙίδβ) 

ΝΟΡΡΒ 

- 

ΟΡΒΡ 2227 

ΒυΓΚίΊοΙάθΓΐβ οβρ3θί3( 2 ) 

4164 

ΝΟΡΡΒ 


ΟΡΒΡ 2459 

ΡΙβΙδΙοηίβ ρϊοΚβΐΐϊϊ( 2 ) 

4165 

ΝΟΡΡΒ 

58 

ΟΡΒΡ 3567 

ΡΙβΙδΙοηίβ ρίοΚβΙΙίΚ 1 ) 

4166 


031 Ργ1150 


ΝΟΡΡΒ 

60 

ΟΡΒΡ 4618 

ΡΙβΙδΙοηίβ δρ.(') 

4167 


ΡΩ 2778 


ΝΟΡΡΒ 

53 

ΟΡΒΡ 3575 

ΒυΓΚΡιοΙάΘΠβ βηάΓορο- 

1127 



9 οηίδ(') 

ΝΟΡΡΒ 

54 

ΟΡΒΡ 3572 

ΒϋΓΐ<ΐΊθΙάΘΠ3 03ΓΥ0- 

353 



ρΤιγίΐΚ 1 ) 

ΝΟΡΡΒ 

55 

ΟΡΒΡ 3569 

ΒυΓΚίΊοΙάβπβ οβρβοίββ) 

945 

ΝΟΡΡΒ 

56 

ΟΡΒΡ 3574 

ΒυΓΚίΊοΙάβπβ ςΙυπιβοή) 

3708 

ΝΟΡΡΒ 

57 

ΟΡΒΡ 3573 

ΒυΓΚίιοΙάθΓίβ ρίβηΐβπίή) 

3590 

ΝΟΡΡΒ 

59 

ΟΡΒΡ 3568 

Ββηβηβ ΒΙοοά Ωίδββδθ 

3726 



Ββοίθπυπιή) ( 2 ) ( 3 ) 

ΝΟΡΡΒ 

61 

ΟΡΒΡ 4619 

ΕηΙθΓΟόβΟίθΓ δρ.(') 

4168 


ΙΡΟ 3339 


ΝΟΡΡΒ 

62 

ΙΡΟ 1695 

Εη1θΓ0030ΐθΓ δρ.(') 

4169 

ΝΟΡΡΒ 

63 

ΟΡΒΡ 4621 

ΟοΙίΓοΙοβοίΓυπη 3η- 

4170 


ΙΡΟ 3306 

ΙΡίΓΟρϊί 1 ) ( 2 ) 

ΝΟΡΡΒ 

64 

ΟΡΒΡ 4622 

ΟυΓίοόβοΙθΓίυπι δρ.(') ( 2 ) 

4171 


ΙΡΟ 1693 


ΝΟΡΡΒ 

65 

ΙΡΟ 16963 

Ρδθυάοπιοηβδ δρ.(') 

4172 

ΝΟΡΡΒ 


ΡΩ 2318 

ΑυΓθοδβοΙθπυηη δρ.( 2 ) 

4173 

ΝΟΡΡΒ 

81 

ΙΥΙΑ 1844,06 

ΡΙβνοάβοΙθπυπι δρ.(') ( 2 ) 

4174 





Ο Πιθανό διασταυρωτά αντιδρών στέλεχος σε ορολογι- 
κές δοκιμές (ΙΡ ή/και ΕΙΙ3Α) με πολυκλωνικούς αντι- 
ορούς. 

( 2 ) Στέλεχος από το οποίο το προϊόν ΡΟΒ μπορεί να ενι- 

σχυθεί σε ορισμένα εργαστήρια σε όμοιο μέγεθος 
με αυτό που αναμένουμε όταν χρησιμοποιούμε τους 
εξειδικευμένους εκκινητές 011-1 και Υ-2 (βλέπε προ¬ 
σάρτημα 6). 

( 3 ) Είναι σύνηθες να κάνει διασταυρωτή αντίδραση στις πε¬ 

ρισσότερες δοκιμές αλλά είναι γνωστό ότι υπάρχει 
μόνον στη μπανάνα στην Ινδονησία. 


β) Τυποποιημένο υλικό μαρτύρων που διατίθεται στο 
εμπόριο 

Το ακόλουθο τυποποιημένο υλικό ελέγχου διατίθε¬ 
ται από τη συλλογή καλλιεργειών ΝΟΡΡΒ. 

Λυοφιλιωμένο ίζημα εκχυλίσματος πατάτας από 200 
υγιείς κονδύλους πατάτας ως αρνητικός μάρτυρας για 
όλες τις δοκιμές. 

Λυοφιλιωμένο ίζημα εκχυλίσματος πατάτας από 200 
υγιείς κονδύλους πατάτας που περιέχει ΙΟ 3 έως 10 4 και 
10 4 έως ΙΟ 6 κύτταρα του Β. εοΙαηαοοαΓυπι βιοποικιλία 2 
(στέλεχος ΝΟΡΡΒ 4156 = Ρϋ 2762 = ΟΡΒΡ 3857) ως θε¬ 
τικούς μάρτυρες για ορολογικές δοκιμές και δοκιμές 
ΡΟΒ. Καθώς η βιωσιμότητα των κυττάρων επηρεάζεται 
κατά τη διάρκεια της λυοφιλίωσης, αυτά δεν είναι κα¬ 
τάλληλα ως τυποποιημένοι μάρτυρες για τις δοκιμές 
απομόνωσης ή τις βιοδοκιμές. 
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Αιωρήματα του Β. εοΙαηβοοβΓυπΊ βιοποικιλία 2 (στέλε¬ 
χος ΝΟΡΡΒ 4156 = Ρϋ 2762 = ΟΡΒΡ 3857) προσηλωμένα 
με φορμόλη σε συγκέντρωση 10 6 κυττάρων ανά ιίπΙ ως 
θετικοί μάρτυρες για ορολογικές δοκιμές. 

Β. Παρασκευή θετικών και αρνητικών μαρτύρων για 
τις βασικές δοκιμές διαλογής ΡΟΒ/ΙΡ και ΡΙ8Η 

Παράγεται καλλιέργεια 48 ωρών παθογόνου στελέ¬ 
χους του Β. εοΙαπαοθαιχιπι φυλή3/βιοποικιλία2 (π.χ. στέ¬ 
λεχος ΝΟΡΡΒ 4156 = Ρϋ 2762 = ΟΡΒΡ 3857) σε βασικό 
υπόστρωμα 3Μ3Α και παρασκευάζεται αιώρημα σε ρυθ¬ 
μιστικό διάλυμα φωσφορικών 10 πιΜ έτσι ώστε να επι¬ 
τευχθεί πυκνότητα κυττάρων περίπου 2x10 8 οίυ ανά πιΙ. 
Αυτό επιτυγχάνεται συνήθως με ελαφρώς θολό αιώρημα 
ισοδύναμο με οπτική πυκνότητα 0,15 σε 600 ηπι. 

Αφαιρούνται κώνοι από το σημείο πρόσφυσης του στο- 
λονίου 200 κονδύλων που έχουν ληφθεί από την παρα¬ 
γωγή ποικιλίας λευκής επιδερμίδας, η οποία είναι γνω¬ 
στό ότι είναι απαλλαγμένη από το Β. εοΙαπαοοαΓυπι. 

Οι κώνοι από τα σημεία πρόσφυσης του στολονίου 
υποβάλλονται σε κατεργασία όπως συνήθως και το ίζη¬ 
μα αναδιαλύεται σε 10 πιΙ. 

Παρασκευάζονται 10 αποστειρωμένα μικροφιαλίδια 
των 1,5 πιΙ με 900 μΙ αναδιαλυμένου ιζήματος. 

Μεταφέρονται 100 μΙ αιωρήματος Β. εοΙαπαοοαΓυπι 
στο πρώτο μικροφιαλίδιο. Ανακατεύουμε με στροβιλι¬ 
σμό (νοΓίοχ). 

Προσδιορίζονται τα δεκαδικά επίπεδα μόλυνσης με 
περαιτέρω αραίωση στα επόμενα πέντε μικροφιαλι- 
δία. 

Τα έξι μολυσμένα μικροφιαλίδια θα χρησιμοποιηθούν 
ως θετικοί μάρτυρες. Τα τέσσερα μη μολυσμένα μικρο- 
φιαλίδια θα χρησιμοποιηθούν ως αρνητικοί μάρτυρες. 
Τα μικροφιαλίδια επισημαίνονται καταλλήλως. 

Παρακευάζονται ποσότητες 100 μΙ σε αποστειρωμένα 
μικροφιαλίδια 1,5 πιΙ και, κατ’ αυτόν τον τρόπο, παράγο- 
νται 9 επαναλήψεις κάθε δείγματος μάρτυρα. Αποθηκεύ¬ 
ονται στους -16 έως -24°0 έως ότου χρησιμοποιηθούν. 

Η παρουσία και ο ποσοτικός προσδιορισμός του Β. 
εοΙαηαοΘαΓυπι στα δείγματα μαρτύρων πρέπει να επι¬ 
βεβαιωθούν πρώτα από τη δοκιμή ΙΡ. 

Για τη δοκιμή ΡΟΒ πραγματοποιείται εξαγωγή ϋΝΑ 
από δείγματα θετικών και αρνητικών μαρτύρων με κάθε 
σειρά δειγμάτων δοκιμής. 

Για τις δοκιμές ΙΡ και ΡΙ3Η πραγματοποιούνται δοκι¬ 
μές σε δείγματα θετικών και αρνητικών μαρτύρων με 
κάθε σειρά δειγμάτων δοκιμής. 

Για τις δοκιμές ΙΡ, ΡΙ3Η και ΡΟΒ, το Β. 5θΙαη3θΘ3Γυπι 
πρέπει να ανιχνευθεί σε τουλάχιστον 10 6 και 10 4 κύττα- 
ρα/πιΙ των θετικών μαρτύρων και σε κανέναν από τους 
αρνητικούς μάρτυρες. 

Προσάρτημα 4 

Ρυθμιστικά διαλύματα για τις διαδικασίες δοκιμής 

ΓΕΝΙΚΑ: Τα αποστειρωμένα ρυθμιστικά διαλύματα που 
δεν έχουν ανοιχθεί είναι δυνατόν να παραμείνουν απο- 
θηκευμένα έως ένα έτος. 

1. Ρυθμιστικά διαλύματα για τη διαδικασία εξαγωγής 

1.1. Ρυθμιστικό διάλυμα εξαγωγής (50 πιΜ ρυθμιστικό 
διάλυμα φωσφορικών, ρΗ 7.0) 

Το εν λόγω ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται για 
την εξαγωγή του βακτηρίου από ιστούς φυτών με ομοι- 
ογενοποίηση ή ανάδευση. 

Νβ ΗΡΟ (άνυδρο) 4,26 9 

ΚΗΓ 2 Ρ0 4 2,72 ρ 

Αποσταγμένο νερό 1,00 I 

Διαλύονται τα συστατικά, ελέγχεται η τιμή του ρΗ 
και το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 
121 0 Ο επί 15 λεπτά. 

Πρόσθετα συστατικά μπορούν να είναι χρήσιμα ως 
ακολούθως: 



Σκοπός 

Ποσότητα 
(ανά Ε) 

ΙαιβίΌΐ ίΙβΚββ 

Αντικροκιδω- 

τικό(') 

0,5 9 

ϋΟ βίΙίσοηβ βηΐίίοβηη 

Αντιαφριστι- 
κός παράγο- 
ντας(') 

1,0 πιΙ 

ΤθίΓβδοΡίυηη 

ΡγΐΌρΙΐ03ρΙΐ3ΐΘ 

Αντιοξειδωτικό 

1,0 9 

ΡοΙγνίηγΙργΓΓοΙΙοΙοηβ- 
40000 (ΡΥΡ-40) 

Δέσμευση πα- 
ρεμποδιστών 
της ΡΟΒ 

50 9 


(*) Γ ια χρήση στο πλαίσιο της μεθόδου εξαγωγής με 
ομοιογενοποίηση. 

1 . 2 . Ρυθμιστικό διάλυμα ιζήματος (10 πιΜ ρυθμιστικό 
διάλυμα φωσφορικών, ρΗ 7.2) 

Το εν λόγω ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται για 
επανασχηματισμό αιωρήματος και αραίωση εκχυλισμά¬ 
των κώνων από το σημείο πρόσφυσης του στολονί¬ 
ου κονδύλων πατάτας μετά τη συγκέντρωση σε ίζημα 
μέσω φυγοκέντρισης. 

Νθ ΗΡ0..12Η Ο 2,7 9 

ΝαΗ 2 Ρ0 4 .2Η 2 0 0,4 9 

Αποσταγμένο νερό ^ , 1,0 ί 

Διαλύονται τα συστατικά, ελέγχεται η τιμή του ρΗ 
και το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 
121 °0 επί 15 λεπτά. 

2. Ρυθμιστικά διαλύματα για τη δοκιμή ΙΡ 

2.1. Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ (10 πιΜ φωσφορικό ρυθμι¬ 
στικό διάλυμα άλατος (ΡΒ3), ρΗ 7.2) 

Το εν λόγω ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται για 
την αραίωση των αντισωμάτων. 

Να 2 ΗΡ0 4 .12Η 2 0 2,7 9 

Ν3Η 2 Ρ0 4 .2Η 2 6 0,4 9 

Ν301 8,0 9 

Αποσταγμένο νερό ^ , 1,0 1 

Διαλύονται τα συστατικά, ελέγχεται η τιμή του ρΗ 
και το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 
121 °0 επί 15 λεπτά. 

2.2. Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ-Τννβθη 

Αυτό το ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται για την 
πλύση των αντικειμενοφόρων πλακών. 

Προστίθεται 0,1% Τννοθη 20 στο ρυθμιστικό διάλυ¬ 
μα ΙΡ. 

2.3. Φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα γλυκερίνης, ρΗ 
7.6 

Αυτό το ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται ως ρευ¬ 
στό έγκλεισης στα φατνία των αντικειμενοφόρων πλα¬ 
κών της ΙΡ για την ενίσχυση του φθορισμού. 


Νθ ΗΡ0 4 .12Η Ο 3,2 9 

Ν3Η 2 Ρ0 4 .2Η 2 6 0,15 9 

Γλυκερίνη 50 πιΙ 

Αποσταγμένο νερό 100 πιΙ 


Τα διαλύματα αντιξεθωριαστικού υλικού έγκλει- 
σης διατίθενται στο εμπόριο π.χ. νοοίβείιΐθΐά® (Ν/θοΙογ 
Ι-300Γ310ΙΊΘ5) ή ΟίΙίίΙυΟΓ® (ίθίθ3). 

3. Ρυθμιστικά διαλύματα για την έμμεση δοκιμή 
ΕΕΙ3Α 

3.1. Ρυθμιστικό διάλυμα επικάλυψης, διπλής ισχύος, 
ρΗ 9.6. 

Ν3 2 00 3 6,36 9 

ΝαΗΟΟ, 11,72 9 

Αποσταγμένο νερό 1,00 ί 

Διαλύονται τα συστατικά, ελέγχεται η τιμή του ρΗ 
και το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 
121 °0 επί 15 λεπτά. 

Μπορεί να προστεθεί, ως αντιοξειδωτικό, θειώδες νά¬ 
τριο (0,2%) εάν πρέπει να αποφευχθεί ο σχηματισμός 
οξειδωμένων αρωματικών ενώσεων. 
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3.2.10Χ φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα άλατος (ΡΒ3), 
ρΗ 7.4 


ΝβΟΙ 

80,0 9 

κη 2 ρο 4 

2,0 9 

Ν3 2 ΗΡ0 4 .12Η 2 0 

29,0 9 

ΚΟΙ 

2,0 9 

Αποσταγμένο νερό 

1,0 ί 

3.3. 

ΡΒ3-Τννβθη 

10Χ ΡΒ3 

100 ηηΙ 

10% Τννθθη 20 

5 πιΙ 

Αποσταγμένο νερό 

895 ηηΙ 

3.4. Ρυθμιστικό διάλυμα φραγμού (αντισωμάτων) (πρέ- 


πει να έχει παρασκευαστεί πρόσφατα) 


10Χ ΡΒ3 10,0 γπΙ 

ΡοΙννίηγΙργπΌΐίάοηθ-44000 (Ρ\/Ρ-44) 2,0 ρ 

10% Τννθβη 20 0,5 ηηΙ 

Σκόνη γάλακτος 0,5 9 

Αποσταγμένο νερό συμπληρώνεται μέχρι 
τελικού όγκου 100 ππΙ. 

3.5. Διάλυμα υποστρώματος αλκαλικής φωσφατάσης, 
ρΗ 9.8 

ΟίθΙΙιαηοΙαπιίηθ (Διαιθανολαμίνη) 97 πιΙ 

Αποσταγμένο νερό 800 πιΙ 


Αναμειγνύονται και ρυθμίζεται η τιμή σε ρΗ 9.8 με 
πυκνό ΗΟΙ. 

Συμπληρώνεται με αποσταγμένο νερό μέχρι τελικού 
όγκου 1 λίτρου. 

Προστίθενται 0,2 ρ ΜρΟΙ 2 

Διαλύονται 2 δισκία υποστρώματος φωσφατάσης των 
5 ηηρ ( 819013 ) ανά 15 πιΙ διαλύματος. 

4. Ρυθμιστικά διαλύματα για τη δοκιμή ϋΑ3Ι ΕΙ_Ι3Α 
4.1. Ρυθμιστικό διάλυμα επικάλυψης, ρΗ 9.6. 

Ν3 2 00 3 1,59 9 

Ν3Η0Ο 3 2,93 9 

Αποσταγμένο νερό 1.000 πιΙ 

Διαλύονται τα συστατικά και ελέγχεται το ρΗ 9.6. 

4.2.10Χ φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα άλατος (ΡΒ3), 
ρΗ 7.2- 7.4 


ΝβΟΙ 80,0 9 

Ν3Η 2 Ρ0 4 .2 Η 2 0 4,0 9 

Ν3 2 ΗΡ0 4 .12Η 2 0 ^ 27,0 9 

Αποσταγμένο νερό 1 000 πιΙ 

4.3. ΡΒ3-Τννθθπ 

10Χ ΡΒ3 50 γπΙ 


10% Τννθθη 20 5 ππΙ 

Αποσταγμένο νερό 950 πιΙ 

4.4. Ρυθμιστικό διάλυμα υποστρώματος, ρΗ 9.8. 
ϋίθΙΐΊβηοΙβπιίηθ (Διαιθανολαμίνη) 100 πιΙ 

Αποσταγμένο νερό 900 πιΙ 


Αναμειγνύονται και ρυθμίζεται η τιμή του ρΗ 9.8 με 
πυκνό ΗΟΙ. 


Προσάρτημα 5 

Προσδιορισμός του επιπέδου μόλυνσης 
στις δοκιμές ΙΡ και ΡΙ3Η 

1. Μετράται ο μέσος αριθμός των τυπικών φθοριζό- 
ντων κυττάρων ανά οπτικό πεδίο (ο). 

2. Υπολογίζεται ο αριθμός των τυπικών φθοριζόντων 
κυττάρων ανά φατνίο αντικειμενοφόρου πλάκας μικρο¬ 
σκοπίου (Ο). 

Ο = ο χ 3/ε 

όπου 3 = εμβαδόν του φατνίου μιας πολυφατνιακής 
αντικειμενοφόρου 

και 5 = εμβαδόν του οπτικού πεδίου του αντικει¬ 
μενικού 


5 = πί 2 /4Θ 2 Κ 2 όπου ί = συντελεστήςπεδίου(κυμαίνεται 
από 8 έως 24 ανάλογα με τον 
τύπο του προσοφθαλμίου) 

Κ = συντελεστής σωλήνα (1 ή 
1,25) 

Ο = μεγεθυντική ισχύς του αντι¬ 
κειμενικού φακού (ΙΟΟχ, 40χ 
κ.τ.λ.) 

3. Υπολογίζεται ο αριθμός τυπικών φθοριζόντων κυτ¬ 
τάρων ανά ηηΙ αναδιαλυμένου ιζήματος (Ν) 

Ν = θχ 1000/γ χ Ρ 

όπου γ = όγκος του αναδιαλυμένου ιζήματος σε κάθε 
φατνίο 

και Ρ = συντελεστής αραίωσης του αναδιαλυμένου 
ιζήματος 

Προσάρτημα 6 

Επικυρωμένα πρωτόκολλα και αντιδραστήρια ΡΟΒ 

.Σημείωση: Οι προκαταρκτικές δοκιμές πρέπει να επι¬ 
τρέπουν την αναπαραγώγιμη ανίχνευση 10 3 έως 10 4 
κυττάρων του Β. 5θΐ3ηαοθ3Γυπι ανά πιΙ εκχυλίσματος 
δείγματος. 

Οι προκαταρκτικές δοκιμές πρέπει επίσης να μην δεί¬ 
χνουν οιαδήποτε λανθασμένα θετικά αποτελέσματα με 
ένα σύνολο επιλεγμένων στελεχών βακτηρίων (βλέπε 
προσάρτημα 3). 

1. Πρωτόκολλο ΡΟΒ των 3 θ 3 ΐ βί 31. ,(1993) 

1.1. Εκκινητές ολιγονουκλεοτιδίων 

Πρόσθιος εκκινητής ΟΕΙ-1 5'-Θ6(3 ΟΟΤ ΑΟΟ ΤΤΟ ΟΤΑ 
ΟΟΤ <300-3' 

Αντίστροφος εκκινητής Υ-2 5'-000 ΑΟΤ ΟΟΤ ΘΟΟ 
ΤΟΟ ΟΟΤ ΑΟΟ ΑΟΤ-3' 


Αναμενόμενο μέγεθος αμπλικονίου από το πρότυπο 
ϋΝΑ του Β. δοΙβπαοθβΓυπι = 288 όρ 
1.2. Μείγμα αντίδρασης ΡΟΒ 


Αντιδραστήριο 

Ποσότη¬ 
τα ανά αντί¬ 
δραση 

Τελική συ¬ 
γκέντρωση 

Αποστειρωμένο ΙΙΡ\Α/ 

17,65 μΙ 


10χ ρυθμιστικό διάλυμα 
ΡΟΒ(') (15 πίΜ Μ 9 ΟΙ 2 ) 

2,5 μΙ 

1χ (1,5 πίΜ 
Μ 9 ΟΙ 2 ) 

μείγμα άΝΤΡ (20πιΜ) 

0,25 μΙ 

0,2 πίΜ 

Εκκινητής ΟΙΙ-1 (20 μΜ) 

1,25 μΙ 

ΙμΜ 

Εκκινητής Υ-2 (20 μΜ) 

1,25 μΙ 

ΙμΜ 

Τθη πολυμεράση (511/μΙ) 1 

0,1 μΙ 

0,5 υ 

Όγκος δείγματος 

2,0 μΙ 


Συνολικός όγκος 

25 μΙ 


(') Η μέθοδος έχει επικυρωθεί με τη χρήση τηςΤθη πολυ- 
μεράσης των ΡβιΤίη ΕΙπιβΓ (ΑηηρΙίΤθη) και Θίόοο ΒΡΕ. 


1.3. Συνθήκες αντίδρασης ΡΟΒ 
Ακολουθείται το εξής πρόγραμμα: 

1 κύκλος από: ί) 2 λεπτά στους 96 0 Ο (μετου¬ 

σίωση του πρότυπου ϋΝΑ) 
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35 κύκλοι από: ϋ) 20 δευτερόλεπτα στους 94 

°0 (μετουσίωση του προτύ¬ 
που ΏΝΑ) 

ίϋ) 20 δευτερόλεπτα στους 68 °0 
(προσκόλληση εκκινητών) 
ίν) 30 δευτερόλεπτα στους 72 °0 
(επέκταση αντιγράφου) 

1 κύκλος από: ν) 10 λεπτά στους 72 0 Ο (τελική 

επέκταση) 

νί) διατήρηση στους 4 0 Ο 

Σημείωση: Το πρόγραμμα αυτό βελτιστοποιήθηκε για 
χρήση με θερμικό κυκλοποιητή ΡογΚιπ ΕΙγπθγ 9600. Εν¬ 
δέχεται να απαιτηθεί τροποποίηση της διάρκειας των 
βημάτων των κύκλων ϋ), ίϋ) και ίν) για χρήση με άλλα 
μοντέλα. 

1.4. Ανάλυση του αμπλικονίου με ένζυμο περιορι¬ 
σμού 

Τα προϊόντα ΡΟΒ που έχουν ενισχυθεί από το ϋΝΑ 
του Β. εοΙεηεοθεΓυπΊ παράγουν έναν χαρακτηριστικό πο¬ 
λυμορφισμό μήκους θραυσμάτων εκ περιορισμού με το 
ένζυμο Ανβ II μετά από επώαση στους 37 0 Ο. 

2. Πρωτόκολλο ΡΟΒ των ΡββΙνΙκ και Μαί35, (2000) 

2.1. Εκκινητές ολιγονουκλεοτιδίων 

Πρόσθιος εκκινητής Ρ8-1 5'- ΑΘΤ ΟΘΑ ΑΟΘ ΘΟΑ 
ΟΟΟ ΟΟΟ Ο -3' 

Αντίστροφος εκκινητής Ρε-2 5'- ΟΟΟ ΟΑΤ ΤΤΟ ΑΟΑ 
ΤΟΟ ΟΤΟ ΤΤΟ ΟΑ -3' 

Αναμενόμενο μέγεθος αμπλικονίου από το πρότυπο 
ΟΝΑ του Β. 3θΙαη3θθ3Γυπι = 553 όρ 


2.2. Μείγμα αντίδρασης ΡΟΒ 


Αντιδραστήριο 

Ποσότητα ανά 
αντίδραση 

Τελική συγκέ¬ 
ντρωση 

Αποστειρωμένο ΙΙΡ\Λ/ 

16,025 μι 


ΙΟχ ρυθμιστικό διάλυ¬ 
μα ΡΟΒ(') 

2,5 μι 

1χ (1,5 γπΜ 

μ 9 οι 2 ) 

Β3Α (κλάσμα V) (10%) 

0,25 μι 

0,1% 

μείγμα ά-ΝΤΡ (20πιΜ) 

0,125 μι 

0,1 γπΜ 

Εκκινητής Ρε-1 (10 
μΜ) 

0,5 μι 

0,2 μΜ 

Εκκινητής Ρδ-2 (10 
μΜ) 

0,5 μι 

0,2 μΜ 

Τ3η πολυμεράση (511/ 

μΐ)0 

0,1 μι 

0,5 ϋ 

Όγκος δείγματος 

5,0 μι 


Συνολικός όγκος 

25,0 μι 



0) Οι μέθοδοι έχουν επικυρωθεί με τη χρήση της Τβρ πο- 
λυμεράσης των ΡογΚιπ ΕΙιτίθΓ (ΑπηρΙίΤεκη) και Οίβοο 
ΒΒΙ. 

Σημείωση: Βελτιστοποιήθηκε αρχικά για τον θερμικό κυ- 
κλοποιητή Μύ Βθδθ3ΓθΙι ΡΤΟ 200 με Όίόοο Τ3 9 
πολυμεράση. Μπορούν επίσης να χρησιμοποι¬ 
ηθούν στις ίδιες συγκεντρώσεις η ΡογΚιπ ΕΙπίθγ 
ΑπιρΙίΤθη καθώς και ρυθμιστικό διάλυμα. 

2.3. Συνθήκες για την αντίδραση ΡΟΒ 

Ακολουθείται το εξής πρόγραμμα: 

1 κύκλος ί) 5 λεπτά στους 95 0 Ο (μετουσίωση του 
από: πρότυπουϋΝΑ) 

35 κύκλοι ϋ) 30 δευτερόλεπτα στους 95 “Ο (μετουσίω- 
από: ση του πρότυπου ϋΝΑ) 

ίϋ) 30 δευτερόλεπτα στους 68 “Ο (προσκόλ¬ 
ληση εκκινητών) 

ίν) 45 δευτερόλεπτα στους 72 °Ό (επέκταση 
αντιγράφου) 

1 κύκλος ν) 5 λεπτά στους 72 “Ο (τελική επέκταση) 
από: 

νί) διατήρηση στους 4 °Ό 

Σημείωση: Το πρόγραμμα αυτό βελτιστοποιείται για 
χρήση με θερμικό κυκλοποιητή Μύ Βθ5θ3ΐΌ0 ΡΤΟ 200. 
Ενδέχεται να απαιτηθεί τροποποίηση της διάρκειας των 
βημάτων των κύκλων ϋ), ίϋ) και ίν) για χρήση με άλλα 
μοντέλα. 

2.4. Ανάλυση του αμπλικονίου με ένζυμο περιορι¬ 
σμού 

Τα προϊόντα ΡΟΒ που έχουν ενισχυθεί από το ΌΝΑ 
του Β. 8θΐ3Π3θθ3Γυπι παράγουν έναν χαρακτηριστικό 
πολυμορφισμό μήκους θραυσμάτων εκ περιορισμού με 
το ένζυμο Τβη I μετά από επώαση στους 65 0 Ο για 30 
λεπτά. Τα θραύσματα εκ περιορισμού που αποκτώνται 
από το ειδικό για το Β. 3θΐ3Π3θθ3Γυηη θραύσμα έχουν 
μέγεθος 457 όρ και 96 όρ. 

3. Πρωτόκολλο πολλαπλής ΡΟΒ με εσωτερικό μάρτυ¬ 
ρα ΡΟΒ (Ρ33ΐΓϋ< θΐ 31., 2002) 

3.1. Εκκινητές ολιγονουκλεοτιδίων 

Πρόσθιος εκκινητής Β3-1-Ρ 5'- ΑΟΤ ΑΑΟ ΘΑΑ 

ΘΟΑ ΘΑΘ ΑΤΘ ΟΑΤ ΤΑ -3' 

Αντίστροφος εκκινητής Β3-1-Β 5'- ΟΟΟ ΑΘΤ ΟΑΟ 
ΘΘΟ ΑΘΑ ΘΑΟ Τ -3' 

Πρόσθιος εκκινητής Ν3-5-Ρ 5'- ΑΑΟ ΤΤΑ ΑΑΘ ΘΑΑ 

ΤΤΘ ΑΟΘ ΘΑΑ Θ -3' 

Αντίστροφος εκκινητής Ν3-6-Β 5'- ΘΟΑ ΤΟΑ ΟΑΘ 

ΑΟΟ ΤΘΤ ΤΑΤ ΤΘΟ ΟΤΟ -3' 
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Αναμενόμενο μέγεθος αμπλικονίου από το πρότυπο 
ϋΝΑ του Η. δοΙαηαοβαΓυηη = 718 όρ (σετ εκκινητών Β3) 
Αναμενόμενο μέγεθος αμπλικονίου από εσωτερικό 
μάρτυρα της ΡΟΒ 183 γΒΝΑ = 310 όρ (σετ εκκινητών 
Ν3) 

3.2. Μείγμα αντίδρασης ΡΟΒ 


Αντιδραστήριο 

Ποσότητα ανά 

Τελική συγκέ- 


αντίδοαση 

ντρωση 

Αποστειρωμένο ϋΡ\Α/ 

12,625 μΙ 


10χ ρυθμιστικό διά- 

2,5 μΙ 

1χ (1,5 γτιΜ 

λύμα ΡΌΒ(') (15 πιΜ 


μ 9 οι 2 ) 

Μαθό) 

Β3Α (κλάσμα V) (10%) 

0,25 μΙ 

0,1% 

μείγμα ά-ΝΤΡ (20ηηΜ) 

0,125 μΙ 

0,1 ππΜ 

Εκκινητής Β3-1-Ρ 

2,0 μΙ 

0,8 μΜ 

(10μΜ) 



Εκκινητής Β3-1-Β 

2,0 μΙ 

0,8 μΜ 

(10μΜ) 



Εκκινητής Ν3-5-Ρ 

0,15 μΙ 

0,06 μΜ 

(10μΜ)( 2 ) 



Εκκινητής Ν3-6-Β 

0,15 μΙ 

0,06 μΜ 

(10μΜ)( 2 ) 



Ταρ πολυμεράση (511/ 

0,2 μΙ 

ι,ο υ 

υΟί 1 ) 



Όνκοο δείνυατοσ 

5.0 μΙ 


Συνολικόο όνκοο 

_25,0 μ!_ 



(') Οι μέθοδοι έχουν επικυρωθεί με τη χρήση της Τεη πολυ- 
μεράσης των ΡθγΚιπ ΕΙιτιθγ (ΑηηρΙίΤβρ) και Θίόοο ΒΒΕ. 

( 2 ) Η συγκέντρωση των εκκινητών Ν3-5-Ρ και Ν3-6-Β βελτι¬ 
στοποιήθηκε για το εκχύλισμα κώνου από το σημείο πρό¬ 
σφυσης του στολονίου πατάτας χρησιμοποιώντας τη μέθο¬ 
δο ομοιογενοποίησης και τον καθαρισμό ϋΝΑ σύμφωνα με 
τον Ρ35ΐπ1< (2000) (βλέπε ενότητα νΐ.Α.Θ.Ι.α.). Η επαναβελτι- 
στοποίηση των συγκεντρώσεων αντιδραστηρίων απαιτείται 
εάν χρησιμοποιηθεί η εξαγωγή με ανάδευση ή άλλη μέθοδο 
απομόνωσης του ϋΝΑ. 


Αντίστροφος εκκινητής Β3-1-Β 5'- 000 ΑΘΤ ΟΑΟ ΟΟΟ 
ΑΟΑ ΟΑΟ Τ -3' 

Αντίστροφος εκκινητής Β3-3-Β 5'- ΤΤΟ ΑΟΟ ΟΟΑ ΑΟΑ 
ΤΟΟ ΟΤΟ -3' 

Αναμενόμενο μέγεθος αμπλικονίου από το πρότυπο 
ϋΝΑ του Β. εοΙαπασθαΓυπί: 
με Β3-1-Ρ/Β3-1-Β = 718 όρ 
με Β3-1-Ρ/Β3-3-Β = 716 όρ 
4.2. Μείγμα αντίδρασης ΡΟΒ 
α) ΡΟΒ ειδική για τη βιοποικιλία 1/2 


Αντιδραστήριο 

Ποσότητα ανά 
αντίδραση 

Τ ελική 

συγκέντρωση 

Αποστειρωμένο 

υρνν 

12,925 μΙ 


10χ ρυθμιστικό διά¬ 
λυμα ΡΟΒ(') 

2,5 μΙ 

1χ (1,5 πιΜ 
Μ 9 0! 2 ) 

Β3Α (κλάσμα V) 

(10%) 

0,25 μΙ 

0,1% 

Μείγμα ά-ΝΤΡ 
(20 γτιΜ) 

0,125 μΙ 

0,1 πιΜ 

Εκκινητής Β3-1-Ρ 
(10 μΜ) 

2 μΙ 

0,8 μΜ 

Εκκινητής Β3-1-Β 
(10 μΜ) 

2 μΙ 

0,8 μΜ 

Τ3 9 πολυμεράση 

(δυ/μΙΗ 1 ) 

0,2 μΙ 

1 ϋ 

Όγκος δείγματος 

5,0 μΙ 


Συνολικός όγκος 

25,0 μΙ 



ή) Οι μέθοδοι έχουν επικυρωθεί με τη χρήση της Ταρ πολυ- 
μεράσης των ΡθγΚΙπ ΕΙγπθγ (ΑιηρΙίΤ3 9 ) και Οίόοο ΒΒΙ._ 


β) ΡΟΒ ειδική για τη βιοποικιλία 3/4/5 


3.3. Συνθήκες για την αντίδραση ΡΟΒ 
Ακολουθείται το εξής πρόγραμμα: 


1 κύκλος από: 

ί) 

5 λεπτά στους 95 0 Ο (μετουσί¬ 
ωση του προτύπου ϋΝΑ) 

35 κύκλοι από: 

ϋ) 

30 δευτερόλεπτα στους 95 
0 Ο (μετουσίωση του προτύ¬ 
που ϋΝΑ) 


ίϋ) 

30 δευτερόλεπτα στους 58 0 Ο 
(προσκόλληση εκκινητών) 


ίν) 

45 δευτερόλεπτα στους 72 0 Ο 
(επέκταση αντιγράφου) 

1 κύκλος από: 

ν) 

5 λεπτά στους 72 0 Ο (τελική 
επέκταση) 


νί) 

διατήρηση στους 4 0 Ο 


Σημείωση: Το πρόγραμμα αυτό βελτιστοποιείται 

για χρήση με θερμικό κυκλοποιητή Μύ ΒβδθδΓοά ΡΤΟ 
200. Ενδέχεται να απαιτηθεί τροποποίηση της διάρκει¬ 
ας των βημάτων των κύκλων μ), ίϋ) και ίν) για χρήση με 
άλλα μοντέλα. 

3.4. Ανάλυση του αμπλικονίου με ένζυμο περιορι¬ 
σμού 

Τα προϊόντα ΡΟΒ που έχουν ενισχυθεί από το ϋΝΑ 
του Β. δοΙαπαοθαΓυπι παράγουν έναν χαρακτηριστικό 
πολυμορφισμό μήκους θραυσμάτων εκ περιορισμού με 
το ένζυμο Βδπη I ή ένα ισοσχιζομερές (π.χ. Μνα 1269 I) 
μετά από επώαση στους 65 0 Ο για 30 λεπτά. 

4. Πρωτόκολλο ΡΟΒ εξειδικευμένο για βιοποικιλίες του 
Β. δοΐαπασθαιχιηη (Ρ3δΙη1< θΐ βΙ, 2001) 

4.1. Εκκινητές ολιγονουκλεοτιδίων 

Πρόσθιος εκκινητής Β5-1-Ρ 5'- ΑΟΤ ΑΑΟ ΘΑΑ ΟΟΑ 

ΟΑΟ ΑΤΟ ΟΑΤ ΤΑ -3' 


Αντιδραστήριο 


Αποστειρωμένο ϋΡ\Α/ 
10Χ ρυθμιστικό διά- 


Ποσότητα ανά 
_ αντίδραση _ 


14,925 μΙ 
2,5 μΙ 


Τ ελική 

συγκέντρωση 
1χ (1,5 γπΜ 


λύμα ΡΟΒ(’) 

Β3Α (κλάσμα V) 
( 10 %) 

μείγμα ά-ΝΤΡ (20πιΜ) 
Εκκινητής Β3-1-Ρ (10 


0,25 μΙ 
0,125 μΙ 

1 μΙ 


Μ 9 ΟΙ 2 ) 

0 , 1 % 


0,1 πιΜ 

0,4 μΜ 


μΜ) 

Εκκινητής Β3-3-Β 
(10 μΜ) 


1 μΙ 


0,4 μΜ 


Ταη πολυμεράση 
(θυ/μΙΗ 1 ) 


0,2 μΙ 


1 ϋ 


Όνκοο δει'νιιατοο 


5.0 ιι! 


Συνολικός όγκος 


25.0 μΙ 


0) Οι μέθοδοι έχουν επικυρωθεί με τη χρήση της Ταρ πολυ- 
υεοάσηο των ΡογΚιπ ΕΙππθγ (ΑπίρίΠΥια) και Θίόοο ΒΒΙ. _ 


4.3. Συνθήκες για την αντίδραση ΡΟΒ 
Ακολουθείται το εξής πρόγραμμα για τις αντιδρά¬ 
σεις που είναι ειδικές για τη βιοποικιλία 1/2 και τη βι- 


οποικιλία 3/4/5: 

1 κύκλος από: ί) 

35 κύκλοι από: ϋ) 

ίϋ) 

ίν) 


5 λεπτά στους 95 0 Ο (με¬ 
τουσίωση του προτύπου 
ϋΝΑ) 

30 δευτερόλεπτα στους 
95 0 Ο (μετουσίωση του 
προτύπου ϋΝΑ) 

30 δευτερόλεπτα στους 
58 0 Ο (προσκόλληση εκκι- 
νητών) 

45 δευτερόλεπτα στους 
72 0 Ο (επέκταση αντιγρά¬ 
φου) 
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1 κύκλος από: ν) 5 λεπτά στους 72 °0 (τε¬ 

λική επέκταση) 
νί) διατήρηση στους 4 °0 

Σημείωση: Το πρόγραμμα αυτό βελτιστοποιήθηκε για 
χρήση με θερμικό κυκλοποιητή Μύ Βθ5Θ3ιόΙί ΡΤΟ 200. 
Ενδέχεται να απαιτηθεί τροποποίηση της διάρκειας των 
βημάτων των κύκλων π), Νί) και ίν) για χρήση με άλλα 
μοντέλα. 

4.4. Ανάλυση του αμπλικονίου με ένζυμο περιορι¬ 
σμού 

Τα προϊόντα ΡΟΒ που έχουν ενισχυθεί από το ϋΝΑ 
του Β. δθΐ3η3θΘ3Γυπη χρησιμοποιώντας εκκινητές Β3-1- 
Ρ και Β3-1-Β παράγουν ένα χαρακτηριστικό πολυμορ¬ 
φισμό μήκους θραυσμάτων εκ περιορισμού με το ένζυ¬ 
μο Βειτι I ή ένα ισοσχιζομερές (π.χ. Μνβ 1269 I) μετά από 
επώαση στους 65 °0 για 30 λεπτά. Τα προϊόντα ΡΟΒ 
που έχουν ενισχυθεί από το ϋΝΑ του Β. 5θΐ3η3θβ3Γυπη 
χρησιμοποιώντας εκκινητές Β3-1-Ρ και Β3-3-Β δεν έχουν 
εστίες περιορισμού. 

5. Παρασκευή του ρυθμιστικού διαλύματος φόρτωσης 

5.1. ΒΐΌΐτιοράβηοΙ όΐυβ (10% πυκνό διάλυμα) 


ΒΐΌΐΊηοράθηοΙ όΐυο 5 9 

Αποσταγμένο νερό (διπλά αποσταγμένο) 50 ηηΙ 
5.2. Ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης 
Γλυκερίνη (86%) 3,5 ιηΙ 

ΒΐΌΐΊηοράθηοΙ όΐυο (5.1) 300 μΙ 

Αποσταγμένο νερό (διπλά αποσταγμένο) 6,2 ηηΙ 
6. 10Χ ΤΝ5 ΑοοΙαΙθ ΕϋΤΑ (ΤΑΕ) ρυθμιστικό διάλυμα, 
ρΗ 8.0 

Ρυθμιστικό διάλυμα Τπ5 48,40 ρ 

Κρυσταλλικό οξικό οξύ 11,42 ηηΙ 

ΕϋΤΑ (άίδοάίυηη δ3ΐΙ) 3,72 ρ 

Αποσταγμένο νερό 1,00 1_ 

Διαλύεται σε IX πριν τη χρήση. 


Διατίθεται επίσης στο εμπόριο (π.χ. ΙηνίίΓοοοη ή ισο¬ 
δύναμο). 

Προσάρτημα 7 

Επικυρωμένα αντιδραστήρια για τη δοκιμή ΡΙ3Η 

1. Ολιγοανιχνευτές 

ανιχνευτής ΟΓΙ-1-ΟΥ3 ειδικός για το Β. δοΙαηβοββΓυπη: 
5 '- 060 ΑΟΘ ΤΑΟ ΟΑΑ ΘΟΤ ΑΟΟ 000-3' 

Μη εξειδικευμένος ανιχνευτής ευβακτηρίου ΕυΒ-338- 
ΡΙΤΟ: 5'- ΘΟΤ ΟΟΟ ΤΟΟ ΟΟΤ ΑΟΘ ΑΟΤ -3' 

2. Προσηλωτικό διάλυμα 

[ΠΡΟΣΟΧΗ! ΤΟ ΠΡΟΣΗΛΩΤΙΚΟ ΥΓΡΟ ΠΕΡΙΕΧΕΙ ΠΑ- 
ΡΑΦΟΡΜΑΛΔΕΫΔΗ Η ΟΠΟΙΑ ΕΙΝΑΙ ΤΟΞΙΚΗ. ΠΡΕΠΕΙ ΝΑ 
ΦΟΡΟΥΝΤΑΙ ΓΑΝΤΙΑ ΚΑΙ ΝΑ ΜΗΝ ΓΙΝΟΝΤΑΙ ΕΙΣΠΝΟΕΣ. 
ΣΥΝΙΣΤΑΤΑΙ Η ΕΡΓΑΣΙΑ ΣΕ ΑΠΑΓΩΓΟ] 

ί) Θερμαίνονται 9 ιηΙ ύδατος μοριακού βαθμού καθα¬ 
ρότητας [π.χ. υπέρ καθαρό νερό (ΙΙΡ\Λ/)] σε περίπου 60 
0 Ο και προστίθενται 0,4 ρ παραφορμαλδεΰδης. Η παρα- 
φορμαλδεΰδη διαλύεται μετά την προσθήκη 5 σταγόνων 
1Ν ΝηΟΗ και ανάδευση με μαγνητικό αναδευτήρα. 

ϋ) Το ρΗ ρυθμίζεται στην τιμή 7.0 με την προσθήκη 
ΙιτιΙ Ο,ΙΜ ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (ΡΒ· ρΗ 
7.0) και 5 σταγόνων 1Ν ΗΟΙ. Ελέγχεται το ρΗ με ταινί¬ 
ες δεικτών και προσαρμόζεται εάν είναι απαραίτητο 
με ΗΟΙ ή ΝαΟΗ. [ΠΡΟΣΟΧΗ! ΔΕΝ ΠΡΕΠΕΙ ΝΑ ΧΡΗΣΙΜΟ¬ 
ΠΟΙΕΙΤΑΙ ΠΕΧΑΜΕΤΡΟ ΣΕ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΜΕ ΠΑΡΑΦΟΡ- 
ΜΑΛΔΕΫΔΗ] 

μι) Το διάλυμα φιλτράρεται μέσω φίλτρου μεμβράνης 
0,22 μιη και διατηρείται απαλλαγμένο από σκόνη στους 
4 0 Ο έως ότου ξαναχρησιμοποιηθεί. 

3. 3Χ Ηγόιτιίχ 

ΝβΟΙ 2,7 Μ 

Τπδ-ΗΟΙ 60 ιτιΜ (ρΗ 7.4) 

ΕϋΤΑ (αποστειρωμένο 
με διήθηση από 15 ιτιΜ 


φίλτρο και σε αυτόκαυστο) 
Αραιώνεται σε IX όπως απαιτείται. 


4. Διάλυμα υβριδισμού 
IX Ηγόπιίχ 

3οάίυιτι άοάθογΙ δυΐράθΐο (3ϋ3) 0,01% 

Ροπτπαηηίάθ (φορμαμίδη) 30% 

ανιχνευτής ΕΙΙΒ 338 5 πρ/μΙ 

ανιχνευτής Οϋ-1 ή Οϋ-2 5 πρ/μΙ 


Παρασκευάζονται ποσότητες διαλύματος υβριδισμού 
σύμφωνα με τους υπολογισμούς του πίνακα 1. Για κάθε 
αντικειμενοφόρο (που περιλαμβάνει 2 διαφορετικά δείγ¬ 
ματα εις διπλούν) απαιτούνται 90 μΙ διαλύματος υβρι¬ 
δισμού. ΠΡΟΣΟΧΗ: Η ΦΟΡΜΑΜΙΔΗ ΕΙΝΑΙ ΠΟΛΥ ΤΟΞΙΚΗ 
ΚΑΙ ΓΙΑ ΤΟ ΛΟΓΟ ΑΥΤΟ ΠΡΕΠΕΙ ΝΑ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΟΥ¬ 
ΝΤΑΙ ΓΑΝΤΙΑ ΚΑΙ ΝΑ ΛΑΜΒΑΝΟΝΤΑΙ ΟΙ ΑΠΑΡΑΙΤΗΤΕΣ 
ΠΡΟΦΥΛΑΞΕΙΣ ΑΣΦΑΛΕΙΑΣ! 

Πίνακας 1: Συνιστώμενες ποσότητες για την παρα¬ 
σκευή του μείγματος υβριδισμού 


Αριθμός αντικειμενο- 
φόρων: 

1 

4 

6 

8 

10 

Αποστειρωμένο υΡ\Λ/ 

23,1 

92,4 

138,6 

184,8 

231,0 

3χ Ογόηηίχ 

30,0 

120,0 

180,0 

240,0 

300,0 

1% 3ϋ3 

0,9 

3,6 

5,4 

7,2 

9,0 

Ροπηρηηϊόθ (φορμαμίδη) 

27,0 

108,0 

162,0 

216,0 

270,0 

Ανιχνευτής ΕυΒ 338 
(100 ης/μΙ) 

4,5 

18,0 

27,0 

36,0 

45,0 

Ανιχνευτής Οϋ-1 ή 

01_Ι-2 (100 πρ/μΙ) 

4,5 

18,0 

27,0 

36,0 

45,0 

Συνολικός όγκος (μΙ) 

90,0 

360,0 

540,0 

720,0 

900,0 


Σημείωση: Όλα τα διαλύματα που περιέχουν φωτοευαίσθη¬ 
τους ολιγοανιχνευτές αποθηκεύονται στο σκοτάδι στους 

-20 °σ 

Προστατεύονται από το άμεσο φως του ηλίου ή το ηλε- 
κτρικό φως κατά τη χρήση. _ 

5. Ο,ΙΜ ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών, ρΗ 7.0 
Νθ,ΗΡΟ. 8,52 ρ 

ΚΗ 2 Ρ0 4 5,44 9 

Αποσταγμένο νερό 1,00 I 

Διαλύονται τα συστατικά, ελέγχεται η τιμή του ρΗ 
και το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 
121 0 Ο επί 15 λεπτά. 

Προσάρτημα 8 

Καλλιέργεια μελιτζάνας και τομάτας 

Σπόροι τομάτας (ίγοορθΓδίοοη θδουΐοηΐυπη) ή μελιτζά¬ 
νας (3οΐ3πυπη πΊβΙοηθβπα) σπέρνονται σε παστεριωμένο 
υπόστρωμα. Μετά την πλήρη έκπτυξη των κοτυληδό¬ 
νων (10-14 ημέρες), τα σπορόφυτα μεταφυτεύονται σε 
γλάστρες με παστεριωμένο υπόστρωμα. 

Τα φυτά μελιτζάνας ή τομάτας πρέπει να καλλιεργού¬ 
νται σε θερμοκήπιο με τις ακόλουθες περιβαλλοντικές 
συνθήκες πριν από την τεχνητή μόλυνση: 

Μήκος ημέρας: 14 ώρες ή φυσικό μή¬ 

κος ημέρας, αν είναι 
μεγαλύτερο 

θερμοκρασία: ημέρα: 21 έως 24 0 Ο, 

νύχτα: 14 έως 18 0 Ο. 

Ευπαθής ποικιλία τομάτας: «Μοηογηη3ΐ<ΘΓ» 

Ευπαθής ποικιλία μελιτζάνας:«Βΐ3θΙ< ΒοβυΙγ» 
Προμηθευτές: βλέπε ιστοχώρο ΙιΙΙρ://ΐθΓυηη.θυΐΌρ3. 
θυ.ίηΙ/ΡυόΙίο/ίΓθ/53ηοο/Ηοπη8/πη3ίη 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ III 

1 . Για κάθε πιθανολογούμενη παρουσία για την οποία 
υπάρχει θετικό αποτέλεσμα στη (στις) δοκιμή(-ές) δι¬ 
αλογής, σύμφωνα με τις σχετικές μεθόδους που ορί- 
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ζονται στο παράρτημα II για το αναφερόμενο φυτικό 
υλικό και για άλλες περιπτώσεις, και για την οποία ανα¬ 
μένεται επιβεβαίωση ή διάψευση με την ολοκλήρωση 
των εν λόγω μεθόδων, παρακρατούνται και φυλάσσο¬ 
νται κατάλληλα: 

- όλοι οι κόνδυλοι του δείγματος και, όταν είναι εφι¬ 
κτό, όλα τα φυτά της δειγματοληψίας, 

- κάθε εναπομένον εκχύλισμα και πρόσθετο υλικό που 
παρασκευάσθηκε για την ή τις δοκιμές διαλογής, π.χ. 
αντικειμενοφόροι πλάκες ανοσοφθορισμού, 

και 

- όλη η σχετική τεκμηρίωση, μέχρι την ολοκλήρωση 
των εν λόγω μεθόδων. 

Η παρακράτηση των κονδύλων θα καταστήσει δυ¬ 
νατή τη διεξαγωγή δοκιμών ποικιλιών όπου αυτό εν- 
δείκνυται. 

2. Σε περίπτωση θετικής επιβεβαίωσης του οργανι¬ 
σμού, παρακρατείται και φυλάσσεται κατάλληλα: 

- το υλικό που αναφέρεται στην παράγραφο 1, 

και 

- δείγμα του μολυσμένου υλικού τομάτας ή μελιτζά¬ 
νας το οποίο έχει μολυνθεί τεχνητά με εκχύλισμα κον¬ 
δύλου ή φυτού, όπου αυτό ενδείκνυται, 

και 

- η απομονωμένη καλλιέργεια του οργανισμού 

για τουλάχιστον ένα μήνα μετά τη διαδικασία κοινο¬ 
ποίησης του άρθρου 5 παράγραφος 2 του παρόντος. 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ IV 

Τα στοιχεία των ελέγχων που αναφέρονται στο άρ¬ 
θρο 5 παράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο ί) του παρό¬ 
ντος περιλαμβάνουν κατά περίπτωση: 

(ί) τους τόπους παραγωγής, 

- όπου καλλιεργούνται ή έχουν καλλιεργηθεί πατά¬ 
τες που έχουν κλωνική σχέση με τις μολυσμένες από 
τον οργανισμό πατάτες, 

- όπου καλλιεργούνται ή έχουν καλλιεργηθεί τομάτες 
που έχουν την ίδια προέλευση με τις μολυσμένες από 
τον οργανισμό τομάτες, 

- όπου καλλιεργούνται ή έχουν καλλιεργηθεί πατάτες 
ή τομάτες οι οποίες υπόκεινται σε επίσημο έλεγχο λόγω 
της πιθανολογούμενης εμφάνισης του οργανισμού, 

- όπου καλλιεργούνται ή έχουν καλλιεργηθεί πατάτες 
που έχουν κλωνική σχέση με πατάτες που καλλιεργού¬ 
νται σε μολυσμένους από τον οργανισμό τόπους, 

- όπου καλλιεργούνται πατάτες ή τομάτες, οι οποίες 
γειτνιάζουν με μολυσμένους τόπους παραγωγής, συμπε¬ 
ριλαμβανομένων εκείνων που χρησιμοποιούν τον ίδιο 
εξοπλισμό και εγκαταστάσεις παραγωγής απευθείας ή 
μέσω κοινού αναδόχου, 

- που χρησιμοποιούν επιφανειακό νερό για άρδευση 
ή ψεκασμό από πηγές για τις οποίες έχει επιβεβαιω¬ 
θεί ή πιθανολογείται ότι έχουν μολυνθεί από τον ορ¬ 
γανισμό, 

^ - που χρησιμοποιούν επιφανειακό νερό για άρδευση 
ή ψεκασμό από πηγή που χρησιμοποιείται από κοινού 
με τόπους παραγωγής για τους οποίους έχει επιβεβαι¬ 
ωθεί ή πιθανολογείται ότι έχουν μολυνθεί από τον ορ¬ 
γανισμό, 

- που πλημμυρίζουν ή έχουν πλημμυρίσει με επιφα¬ 
νειακό νερό για το οποίο έχει επιβεβαιωθεί ή πιθανο¬ 
λογείται ότι έχει μολυνθεί από τον οργανισμό, 

και 

(ϋ) το επιφανειακό νερό το οποίο χρησιμοποιήθηκε 
για άρδευση ή ψεκασμό ή το οποίο έχει πλημμυρίσει 
αγρούς ή τόπους παραγωγής οι οποίοι επιβεβαιώθηκαν 
να είναι μολυσμένοι από τον οργανισμό. 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ V 

1. Τα στοιχεία που λαμβάνονται υπόψη στον προσδιο¬ 
ρισμό της έκτασης της πιθανής_μόλυνσης βάσει του άρ¬ 


θρου 5 παράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο ίϋ) του παρό¬ 
ντος και του άρθρου 5 παράγραφος 1 στοιχείο γ) σημείο 
ίϋ) του παρόντος περιλαμβάνουν, κατά περίπτωση: 

- το καταχωρισμένο φυτικό υλικό που παράγεται σε 
τόπο παραγωγής χαρακτηρισμένο ως μολυσμένο βά¬ 
σει του άρθρου 5 παράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο ϋ) 
του παρόντος, 

- τον (ή τους) τόπο(-ους) παραγωγής που έχει κάποιο 
δεσμό παραγωγής με το καταχωρισμένο φυτικό υλικό 
που έχει χαρακτηρισθεί ως μολυσμένο βάσει του άρ¬ 
θρου 5 παράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο ϋ) του παρό¬ 
ντος, συμπεριλαμβανομένων εκείνων που μοιράζονται 
τον εξοπλισμό και εγκαταστάσεις παραγωγής απευθεί¬ 
ας ή μέσω κοινού αναδόχου, 

- το καταχωρισμένο φυτικό υλικό που παράγεται στον 
ή τους τόπους παραγωγής που αναφέρονται στην προ¬ 
ηγούμενη περίπτωση, ή που υπήρχε στον ή τους τόπους 
παραγωγής κατά την ίδια περίοδο κατά την οποία το 
καταχωρισμένο φυτικό υλικό που χαρακτηρίστηκε ως 
μολυσμένο βάσει του άρθρου 5 παράγραφος 1 στοιχείο 
α) σημείο ϋ) του παρόντος υπήρχε στους τόπους παρα¬ 
γωγής που αναφέρονται στην πρώτη περίπτωση, 

- τις εγκαταστάσεις όπου διακινείται το καταχωρι¬ 
σμένο φυτικό υλικό προέλευσης των ανωτέρω τόπων 
παραγωγής, 

- κάθε μηχάνημα, όχημα, περιέκτης, αποθήκη ή μονάδα 
αυτών και κάθε άλλο αντικείμενο, συμπεριλαμβανομέ¬ 
νων των υλικών συσκευασίας, που ενδέχεται να έχουν 
έλθει σε επαφή με το καταχωρισμένο φυτικό υλικό χα¬ 
ρακτηρισμένο ως μολυσμένο βάσει του άρθρου 5 πα¬ 
ράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο ϋ) του παρόντος, 

- κάθε καταχωρισμένο φυτικό υλικό που έχει αποθη¬ 
κευτεί ή ήλθε σε επαφή, με οποιαδήποτε κατασκευή ή 
αντικείμενα που απαριθμούνται στην προηγούμενη πε¬ 
ρίπτωση, πριν από τον καθαρισμό και την απολύμανση 
αυτών των κατασκευών και αντικειμένων, 

- βάσει των αποτελεσμάτων των ελέγχων και των δο¬ 
κιμών που διενεργούνται σύμφωνα με το άρθρο 5 πα¬ 
ράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο ί) του παρόντος για τις 
πατάτες, εκείνους τους κονδύλους ή φυτά με αδελφική 
ή γονική κλωνική σχέση, και, για τις τομάτες, εκείνα τα 
φυτά της ίδιας προέλευσης, με το καταχωρισμένο φυτι¬ 
κό υλικό που χαρακτηρίστηκε ως μολυσμένο βάσει του 
άρθρου 5 παράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο ϋ) του πα¬ 
ρόντος και τα οποία, μολονότι ενδέχεται να έδωσαν αρ¬ 
νητικά αποτελέσματα κατά τις δοκιμές ανίχνευσης του 
οργανισμού, φαίνεται ότι είναι πιθανή η μόλυνση μέσω 
κλωνικής σχέσης. Δοκιμή ποικιλιών μπορεί να αναληφθεί 
για την επαλήθευση της ταυτότητας των μολυσμένων 
και κλωνικά σχετιζόμενων κονδύλων ή φυτών, 

- τον ή τους τόπους παραγωγής του καταχωρισμέ¬ 
νου φυτικού υλικού που αναφέρεται στην προηγούμε¬ 
νη περίπτωση, 

- τον ή τους τόπους παραγωγής καταχωρισμένου φυ¬ 
τικού υλικού που χρησιμοποιούν νερό για άρδευση ή 
ψεκασμό το οποίο έχει χαρακτηρισθεί ως μολυσμένο 
βάσει του άρθρου 5 παράγραφος 1 στοιχείο γ) σημείο 
ϋ) του παρόντος, 

- το καταχωρισμένο φυτικό υλικό που έχει παραχθεί 
σε αγρούς οι οποίοι έχουν πλημμυρίσει με επιφανειακό 
νερό το οποίο έχει επιβεβαιωθεί ότι έχει μολυνθεί. 

2. Τα στοιχεία που λαμβάνονται υπόψη στον προσ¬ 
διορισμό της πιθανής μετάδοσης που αναφέρεται στο 
άρθρο 5 παράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο ίν) του πα¬ 
ρόντος και το άρθρο 5 παράγραφος 1 στοιχείο γ) ση¬ 
μείο ίϋ) του παρόντος περιλαμβάνουν: 

ί) στις περιπτώσεις βάσει του άρθρου 5 παράγραφος 
1 στοιχείο α) σημείο ίν) του παρόντος: 

- τη γειτνίαση άλλων τόπων παραγωγής όπου καλλι¬ 
εργείται το καταχωρισμένο φυτικό υλικό, 

- τη συνήθη παραγωγή και χρησιμοποίηση του απο¬ 
θέματος πατατόσπορου, 
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- τους τόπους παραγωγής που χρησιμοποιούν επι¬ 
φανειακό νερό για άρδευση ή ψεκασμό του καταχωρι¬ 
σμένου φυτικού υλικού σε περιπτώσεις κατά τις οποί¬ 
ες υπάρχει ή υπήρξε κίνδυνος απορροών επιφανειακού 
νερού από καλλιεργήσιμα εδάφη που έχουν χαρακτηρι- 
σθεί ως μολυσμένα βάσει του άρθρου 5 παράγραφος 1 
στοιχείο α) σημείο ϋ) του παρόντος ή πλημμύρας των 
εδαφών αυτών από επιφανειακό νερό, 

ϋ) στις περιπτώσεις κατά τις οποίες το επιφανειακό 
νερό χαρακτηρίστηκε ως μολυσμένο βάσει του άρθρου 
5 παράγραφος 1 στοιχείο γ) σημείο ϋ) του παρόντος: 

- τον ή τους τόπους παραγωγής του καταχωρισμέ¬ 
νου φυτικού υλικού που γειτνιάζουν ή που υπάρχει κίν¬ 
δυνος να πλημμυρίσουν με επιφανειακό νερό χαρακτη¬ 
ρισμένο ως μολυσμένο, 

- οποιαδήποτε διακριτή λεκάνη άρδευσης που συν¬ 
δέεται με το επιφανειακό νερό που έχει χαρακτηρισθεί 
ως μολυσμένο, 

- ύδατα που συνδέονται με το επιφανειακό νερό που 
έχει χαρακτηρισθεί ως μολυσμένο, λαμβάνοντας υπό- 
ψη: 

- την κατεύθυνση και το ρυθμό ροής του νερού που 
έχει χαρακτηρισθεί ως μολυσμένο, 

- την παρουσία άγριων σολανωδών φυτών ξενιστών. 

3. Η κοινοποίηση που αναφέρεται στο άρθρο 5 πα¬ 
ράγραφος 2 πρώτο εδάφιο του παρόντος παρέχεται 
ως εξής: 

- αμέσως μετά την επιβεβαίωση της παρουσίας του 
οργανισμού μέσω εργαστηριακών δοκιμών, κάνοντας 
χρήση των μεθόδων που παρατίθενται στο παράρτη¬ 
μα II, τουλάχιστον: 

- όσον αφορά τις πατάτες, 

(α) την ονομασία της ποικιλίας της παρτίδας, 

(β) τον τύπο [πατάτες εμπορίου (νναΓθ), πατατόσπο- 
ρος, κ.τ,λ.] και, όπου ενδείκνυται, την κατηγορία του 
πατατόσπορου, 

- όσον αφορά τα φυτά τομάτας, την ονομασία της 
ποικιλίας της παρτίδας και, όπου είναι σκόπιμο, την 
κατηγορία, 

- με την επιφύλαξη των απαιτήσεων κοινοποίησης 
πιθανολογούμενης εμφάνισης του άρθρου 4 παράγρα¬ 
φος 3 του παρόντος, η Διεύθυνση Προστασίας Φυτι¬ 
κής Παραγωγής του Υπουργείου Αγροτικής Ανάπτυξης 
και Τροφίμων, στην περίπτωση επιβεβαίωσης της εμ¬ 
φάνισης, κοινοποιεί αμέσως στο(-α) ενδιαφερόμενο(-α) 
κράτος(-η) μέλος(-η), όταν υπάρχει κίνδυνος μόλυνσης 
καταχωρισμένου φυτικού υλικού από άλλο(-α) κράτος(- 
η) μέλος(-η) ή εντός αυτού(-ών), τις πληροφορίες που 
απαιτούνται για τη συμμόρφωσή του με το άρθρο 5 πα¬ 
ράγραφος 3 του παρόντος, όπως: 

α) την ονομασία της ποικιλίας της παρτίδας πατά¬ 
τας ή τομάτας, 

β) το ονοματεπώνυμο και τη διεύθυνση του αποστο¬ 
λέα και του παραλήπτη, 

γ) την ημερομηνία παραλαβής της παρτίδας πατά¬ 
τας ή τομάτας, 

δ) το μέγεθος της παρτίδας πατάτας ή τομάτας που 
παραλήφθηκε, 

ε) αντίγραφο του φυτοϋγειονομικού διαβατηρίου ή 
τουλάχιστον τον αριθμό του φυτοϋγειονομικού διαβα¬ 
τηρίου όπου χρειάζεται ή τον αριθμό μητρώου του καλ¬ 
λιεργητή ή εμπόρου όπου χρειάζεται και αντίγραφο του 
εμπορικού εγγράφου παράδοσης (π.χ. δελτίο αποστο¬ 
λής ή φορτωτική). 

Η Επιτροπή πρέπει να ενημερώνεται αμέσως όταν έχει 
παρασχεθεί τέτοια πληροφόρηση. 

4. Οι λεπτομέρειες της πρόσθετης κοινοποίησης που 
αναφέρεται στο άρθρο 5 παράγραφος 2 δεύτερο εδά¬ 
φιο του παρόντος παρέχονται ως ακολούθως: 


μετά την ολοκλήρωση όλων των ερευνών, για κάθε 
περίπτωση: 

α) την ημερομηνία που επιβεβαιώθηκε η μόλυνση, 
β) σύντομη περιγραφή της έρευνας που έλαβε χώρα 
για την ταυτοποίηση της πηγής και την ενδεχόμενη επέ¬ 
κταση της μόλυνσης, συμπεριλαμβανομένου του επιπέ¬ 
δου της δειγματοληψίας που πραγματοποιήθηκε, 
γ) πληροφορίες σχετικά με την(-ις) ταυτοποιημένη(- 
ες) ή πιθανή(-ές) πηγή(-ές) μόλυνσης, 
δ) λεπτομέρειες σχετικά με την έκταση της προσδιο- 
ρισθείσας μόλυνσης, συμπεριλαμβανομένου του αριθμού 
χώρων παραγωγής και για πατάτες τον αριθμό παρτί¬ 
δων με ένδειξη της ποικιλίας και, στην περίπτωση πα¬ 
τατόσπορου, της κατηγορίας, 
ε) λεπτομέρειες της οριοθέτησης ζώνης, συμπεριλαμ¬ 
βανομένου του αριθμού των περιοχών παραγωγής, που 
δεν έχουν χαρακτηρισθεί ως μολυσμένες, αλλά συμπε- 
ριλαμβάνονται στη ζώνη, 

στ) λεπτομέρειες σχετικά με το χαρακτηρισμό των 
υδάτων, στις οποίες συμπεριλαμβάνονται η ονομασία 
και η τοποθεσία της υδάτινης μάζας και η έκταση του 
χαρακτηρισμού /της απαγόρευσης άρδευσης, 
ζ) για κάθε αποστολή φυτών ή παρτίδα τομάτας που 
έχει χαρακτηρισθεί ως μολυσμένη, τα πιστοποιητικά 
που ορίζονται στο άρθρο 15 παράγραφος 1 σημείο ϋ) 
του Π.Δ. 365/2000 (Α' 307) όπως αντικαταστάθηκε από 
το άρθρο 2 παράγραφος 8α) του Π.Δ. 179/2005 (Α' 229) 
και τον αριθμό διαβατηρίου, σύμφωνα με τον κατάλο¬ 
γο του παραρτήματος V, μέρος Α, κεφάλαιο I σημείο 
2.2 του Π.Δ. 365/2000 (Α' 307) όπως έχει τροποποιηθεί 
και ισχύει, 

η) οποιαδήποτε άλλη πληροφορία σχετική με την(-τις) 
επιβεβαιωμένη(-μένες) εμφάνιση(-νήσεις) του εν λόγω 
επιβλαβούς οργανισμού, που απαιτεί η Επιτροπή. 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ VI 

1. Οι διατάξεις που αναφέρονται στο άρθρο 6 παρά¬ 
γραφος 1 του παρόντος, είναι οι εξής: 

- χρήση ως ζωοτροφή ύστερα από θερμική επεξερ¬ 
γασία ώστε να μην υπάρχει κίνδυνος επιβίωσης του 
οργανισμού, 

ή 

- διάθεση σε επισήμως εγκεκριμένη ειδική τοποθε¬ 
σία διάθεσης αποβλήτων στην οποία δεν υπάρχει εμ¬ 
φανής κίνδυνος διαφυγής του οργανισμού στο περιβάλ¬ 
λον, μέσω π.χ. διήθησης σε γεωργικά εδάφη ή επαφής 
με πηγές νερού που μπορούν να χρησιμοποιούνται για 
άρδευση γεωργικών εδαφών 

ή 

- καύση, 

ή 

- βιομηχανική μεταποίηση μέσω απευθείας και άμε¬ 
σης παράδοσης σε μεταποιητική μονάδα με επισήμως 
εγκεκριμένες εγκαταστάσεις διάθεσης αποβλήτων για 
τις οποίες έχει διαπιστωθεί ότι δεν υπάρχει εμφανής 
κίνδυνος μετάδοσης του οργανισμού και με σύστημα 
καθαρισμού και απολύμανσης τουλάχιστον των αναχω- 
ρούντων οχημάτων, 

ή 

- άλλα μέτρα, με την προϋπόθεση ότι έχει διαπιστω¬ 
θεί ότι δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος μετάδοσης του 
οργανισμού- τα μέτρα αυτά και η αιτιολόγησή τους κοι¬ 
νοποιούνται αμέσως στην Επιτροπή και στις αρμόδιες 
αρχές των άλλων κρατών μελών από τη Διεύθυνση Προ¬ 
στασίας Φυτικής Παραγωγής του Υπουργείου Αγροτι¬ 
κής Ανάπτυξης και Τροφίμων. 

Όλα τα εναπομείναντα απόβλητα που σχετίζονται και 
προκύπτουν από τις ανωτέρω επιλογές διατίθενται με 
επισήμως εγκεκριμένες μεθόδους σύμφωνα με το πα¬ 
ράρτημα VII του παρόντος διατάγματος. 
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2. Η κατάλληλη χρήση ή διάθεση του καταχωρισμένου 
φυτικού υλικού που αναφέρεται στο άρθρο 6 παράγρα¬ 
φος 2 του παρόντος, υπό τον έλεγχο των αρμοδίων αρ¬ 
χών με την κατάλληλη επικοινωνία μεταξύ τους ώστε 
να εξασφαλίζεται πάντοτε ο έλεγχος αυτός και με την 
έγκριση τους στην περίπτωση που συσκευάζονται ή με¬ 
ταποιούνται οι πατάτες όσον αφορά τις εγκαταστάσεις 
διάθεσης αποβλήτων που αναφέρονται στην πρώτη και 
τη δεύτερη περίπτωση, είναι η ακόλουθη: 

ί) για κονδύλους πατάτας, 

- χρήση ως πατάτες εμπορίου (ννα γθ) με προορισμό 
την κατανάλωση, συσκευασμένες για άμεση παράδοση 
και χρήση χωρίς επανασυσκευασία, σε χώρο με κατάλ¬ 
ληλες εγκαταστάσεις διάθεσης αποβλήτων. Οι πατάτες 
που προορίζονται για φύτευση μπορούν να υποβληθούν 
σε χερισμό στον ίδιο χώρο μόνον, εάν ο χειρισμός αυτός 
γίνει χωριστά ή μετά από καθαρισμό και απολύμανση, 

ή 

- χρήση ως πατάτες εμπορίου (\λ/3γθ) προοριζόμενες 
για βιομηχανική μεταποίηση, και που προορίζονται για 
απευθείας και άμεση παράδοση σε μεταποιητική μονά¬ 
δα με κατάλληλες εγκαταστάσεις διάθεσης αποβλήτων 
και με σύστημα καθαρισμού και απολύμανσης τουλάχι¬ 
στον των αναχωρούντων οχημάτων, 

ή 

- άλλη χρήση ή διάθεση, με την προϋπόθεση ότι έχει 
διαπιστωθεί ότι δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος διάδο¬ 
σης του οργανισμού και υπό την προϋπόθεση της έγκρι¬ 
σης από τις επίσημες αρχές, 

μ) για άλλα μέρη φυτών, συμπεριλαμβανομένων υπο¬ 
λειμμάτων βλαστών και φυλλώματος, 

- καταστροφή 

ή 

- άλλη χρήση ή διάθεση, με την προϋπόθεση ότι έχει 
διαπιστωθεί ότι δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος διάδο¬ 
σης του οργανισμού και υπό την προϋπόθεση της χορή¬ 
γησης έγκρισης από τις αρμόδιες επίσημες αρχές. 

3. Οι κατάλληλες μέθοδοι απολύμανσης των αντικει¬ 
μένων που αναφέρονται στο άρθρο 6 παράγραφος 3 
του παρόντος πρέπει να είναι ο καθαρισμός και, κατά 
περίπτωση, η απολύμανση, έτσι ώστε να μην υπάρχει 
εμφανής κίνδυνος μετάδοσης του οργανισμού και πρέ¬ 
πει να εφαρμόζονται υπό την εποπτεία των αρμόδιων 
επισήμων αρχών. 

4. Η σειρά μέτρων που εφαρμόζουν οι αρμόδιες αρ¬ 
χές εντός των οριοθετημένων ζωνών που καθορίστηκαν 
σύμφωνα με το άρθρο 5 παράγραφος 1 στοιχείο α) ση¬ 
μείο ίν) και στοιχείο γ) σημείο ίϋ) και αναφέρονται στο 
άρθρο 6 παράγραφος 4, του παρόντος περιλαμβάνει: 

4.1. Σε περιπτώσεις όπου οι περιοχές παραγωγής χα¬ 
ρακτηρίζονται ως μολυσμένες βάσει του άρθρου 5 πα¬ 
ράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο ϋ) του παρόντος: 

α) σε αγρό ή μονάδα με προστατευμένες καλλιέρ¬ 
γειες που χαρακτηρίζονται ως μολυσμένες βάσει του 
άρθρου 5 παράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο ϋ) του πα¬ 
ρόντος είτε 

ί) κατά τη διάρκεια τουλάχιστον τεσσάρων καλλιερ¬ 
γητικών ετών μετά το έτος της προσδιορισθείσας μό¬ 
λυνσης, 

- λαμβάνονται μέτρα για την εξάλειψη των αυτοφυών 
φυτών πατάτας και τομάτας και άλλων ξενιστών του 
οργανισμού συμπεριλαμβανομένων των ζιζανίων της οι¬ 
κογένειας των σολανωδών 

και 

- δεν φυτεύονται τα ακόλουθα: 

- κόνδυλοι, φυτά ή πραγματικοί σπόροι πατάτας, 

- φυτά και σπόροι τομάτας, 

- λαμβάνοντας υπόψη τη βιολογία του οργανισμού, 

- άλλα φυτά ξενιστές, 

- φυτά, είδη του γένους Βγ 353Ι03, στα οποία υπάρχει 
εμφανής κίνδυνος επιβίωσης του οργανισμού, 


- καλλιέργειες στις οποίες υπάρχει εμφανής κίνδυνος 
εξάπλωσης του οργανισμού, 

- κατά την πρώτη καλλιεργητική περίοδο πατάτας ή 
τομάτας μετά την περίοδο που καθορίζεται στην προ¬ 
ηγούμενη περίπτωση, και υπό την προϋπόθεση ότι ο 
αγρός έχει βρεθεί ότι είναι απαλλαγμένος από αυτο¬ 
φυή φυτά τομάτας και πατάτας και άλλα φυτά ξενιστές 
συμπεριλαμβανομένων των ζιζανίων της οικογένειας 
των σολανωδών, κατά τη διάρκεια επίσημων επιθεω¬ 
ρήσεων για δύο τουλάχιστον συνεχή καλλιεργητικά έτη 
πριν τη φύτευση, 

- στην περίπτωση της πατάτας, επιτρέπεται μόνον η 
παραγωγή πατάτας εμπορίου (\λ/3γθ), 

- στην περίπτωση πατάτας και τομάτας, οι συγκομι- 
σθέντες κόνδυλοι πατάτας ή τα φυτά τομάτας, ανάλο¬ 
γα, εξετάζονται, σύμφωνα με τη διαδικασία που περι- 
γράφεται στο παράρτημα II, 

- κατά την πρώτη καλλιεργητική περίοδο πατάτας ή 
τομάτας μετά την περίοδο που καθορίζεται στην προ¬ 
ηγούμενη περίπτωση και σύμφωνα με ένα κατάλληλο 
σύστημα αμειψισποράς τουλάχιστον δύο ετών εάν πρό¬ 
κειται να καλλιεργηθεί πατατόσπορος, πραγματοποιεί¬ 
ται επίσημη επιθεώρηση όπως καθορίζεται στο άρθρο 
2 παράγραφος 1 του παρόντος, 

ή 

ϋ) κατά τη διάρκεια πέντε καλλιεργητικών ετών μετά 
την περίοδο της προσδιορισθείσας μόλυνσης, 

- λαμβάνονται μέτρα για την εξάλειψη των αυτοφυών 
φυτών πατάτας και τομάτας και άλλων ξενιστών του 
οργανισμού, συμπεριλαμβανομένων των ζιζανίων της 
οικογένειας των σολανωδών, 

και 

- ο αγρός διατηρείται, κατά τα πρώτα τρία έτη, είτε 
χέρσος είτε με σιτηρά, ανάλογα με τον προσδιορισθέ- 
ντα κίνδυνο, είτε ως μόνιμος βοσκότοπος στον οποίο 
η βλάστηση κόβεται συχνά και χαμηλά ή ο οποίος χρη¬ 
σιμοποιείται για εντατική βόσκηση ή με γρασίδι για 
σποροπαραγωγή-κατά τα επόμενα δύο έτη φυτεύονται 
φυτά που δεν είναι ξενιστές του οργανισμού για τα 
οποία δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος επιβίωσης ή διά¬ 
δοσης του οργανισμού, 

- κατά την πρώτη καλλιεργητική περίοδο πατάτας ή 
τομάτας μετά την περίοδο που καθορίζεται στην προ¬ 
ηγούμενη περίπτωση, και υπό την προϋπόθεση ότι ο 
αγρός είναι απαλλαγμένος από αυτοφυή φυτά τομά¬ 
τας και πατάτας και άλλα φυτά ξενιστές συμπεριλαμ¬ 
βανομένων των ζιζανίων της οικογένειας των σολανω¬ 
δών, πρέπει για δύο τουλάχιστον συνεχή καλλιεργητικά 
έτη πριν τη φύτευση, 

- στην περίπτωση της πατάτας, επιτρέπεται η παρα¬ 
γωγή πατατόσπορου ή πατάτας εμπορίου (ννατ©), 

- οι συγκομισθέντες κόνδυλοι πατάτας ή τα φυτά το¬ 
μάτας, ανάλογα, εξετάζονται, σύμφωνα με τη διαδικα¬ 
σία που περιγράφεται στο παράρτημα II- 

β) σε όλους τους άλλους αγρούς της μολυσμένης πε¬ 
ριοχής παραγωγής και εφόσον οι αρμόδιες υπηρεσίες 
κρίνουν ότι έχει εξαλειφθεί ο κίνδυνος μετάδοσης του 
οργανισμού από αυτοφυή φυτά πατάτας ή τομάτας ή 
άλλα αυτοφυή φυτά που βρέθηκαν να είναι ξενιστές 
του οργανισμού συμπεριλαμβανομένων των σολανω¬ 
δών ζιζανίων ανάλογα: 

- το καλλιεργητικό έτος μετά την προσδιορισθείσα 
μόλυνση: 

- είτε δεν φυτεύονται κόνδυλοι, φυτά ή πραγματικοί 
σπόροι πατάτας ή άλλα φυτά που είναι ξενιστές του 
οργανισμού, 

ή 

- στην περίπτωση των κονδύλων πατάτας, είναι δυ¬ 
νατόν να φυτευθεί πιστοποιημένος πατατόσπορος για 
παραγωγή πατάτας εμπορίου (\λ/3γθ) μόνον, 
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- στην περίπτωση των φυτών τομάτας, είναι δυνατόν 
να φυτευθούν φυτά τομάτας που καλλιεργούνται από 
σπόρο που πληροί τις απαιτήσεις του π.δ. 365/2000 (Α' 
307) όπως έχει τροποποιηθεί και ισχύει, για παραγω¬ 
γή καρπών μόνον, 

- το δεύτερο καλλιεργητικό έτος μετά την προσδιο- 
ρισθείσα μόλυνση: 

- στην περίπτωση της πατάτας, για παραγωγή πατα- 
τόσπορου ή πατάτας εμπορίου (νναΓθ), φυτεύεται μόνον 
πιστοποιημένος πατατόσπορος ή πατατόσπορος που 
έχει υποβληθεί σε επίσημο έλεγχο για την απουσία 
της καστανής σήψης και έχει καλλιεργηθεί υπό επίση¬ 
μο έλεγχο σε διαφορετικούς χώρους παραγωγής από 
αυτούς που αναφέρονται στο σημείο 4.1, 

- στην περίπτωση της τομάτας, για παραγωγή φυτών 
ή καρπών, φυτεύονται μόνον φυτά τομάτας που καλλι¬ 
εργούνται από σπόρο που πληροί τις απαιτήσεις του 
π.δ. 365/2000 (Α'307) όπως έχει τροποποιηθεί και ισχύ¬ 
ει ή, στην περίπτωση καλλιεργειών που πολλαπλασιά- 
ζονται βλαστητικά, από φυτά τομάτας που παράγονται 
από τέτοιου είδους σπόρο και καλλιεργούνται υπό επί¬ 
σημο έλεγχο σε τόπους παραγωγής εκτός από αυτούς 
που αναφέρονται στο σημείο 4.1, 

- τουλάχιστον για το τρίτο καλλιεργητικό έτος μετά 
την προσδιορισθείσα μόλυνση, 

- στην περίπτωση της πατάτας, φυτεύεται μόνον πι¬ 
στοποιημένος πατατόσπορος ή πατατόσπορος που έχει 
παραχθεί υπό επίσημο έλεγχο από πιστοποιημένο πα- 
τατόσπορο για παραγωγή είτε πατατόσπορου είτε πα¬ 
τάτας εμπορίου (ννα ιό), 

- στην περίπτωση της τομάτας, φυτεύονται για παρα¬ 
γωγή φυτών ή καρπών μόνον φυτά τομάτας που καλ¬ 
λιεργούνται από σπόρο που πληροί τις απαιτήσεις του 
π.δ. 365/2000 (Α' 307) όπως έχει τροποποιηθεί και ισχύει 
ή φυτά τομάτας που καλλιεγούνται υπό επίσημο έλεγ¬ 
χο και από τέτοιου είδους φυτά- 

- κατά τη διάρκεια όλων των καλλιεργητικών ετών 
που αναφέρονται στις προηγούμενες περιπτώσεις, λαμ- 
βάνονται μέτρα για την εξάλειψη των αυτοφυών φυ¬ 
τών πατάτας και άλλων αυτοφυών φυτών που βρέθη¬ 
καν να είναι ξενιστές του οργανισμού, εάν υπάρχουν, 
και διενεργείται επίσημος έλεγχος των καλλιεργούμε¬ 
νων φυτών σε κατάλληλες χρονικές περιόδους και, σε 
κάθε αγρό καλλιέργειας πατάτας, διενεργείται επίση¬ 
μος έλεγχος όσον αφορά τις συγκομισθείσες πατάτες 
σύμφωνα με τη διαδικασία του παραρτήματος II- 

γ) αμέσως μετά το χαρακτηρισμό μόλυνσης σύμφω¬ 
να με το άρθρο 5 παράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο Ν) 
του παρόντος και μετά το πρώτο επόμενο καλλιεργη¬ 
τικό έτος: 

- καθαρίζονται και, κατά περίπτωση, απολυμαίνονται 
κατάλληλα όλα τα μηχανήματα και οι αποθηκευτικοί 
χώροι του τόπου παραγωγής που έχουν σχέση με την 
παραγωγή πατάτας και τομάτας, με τις κατάλληλες με¬ 
θόδους, όπως ορίζεται στο σημείο 3, 

- εφαρμόζονται επίσημοι έλεγχοι των προγραμμάτων 
άρδευσης και ψεκασμού από τις αρμόδιες υπηρεσίες, 
συμπεριλαμβανομένης της απαγόρευσης αυτών, όπου 
ενδείκνυται, προκειμένου να παρεμποδιστεί η διάδοση 
του οργανισμού- 

δ) στις μονάδες προστατευμένης παραγωγής που 
έχουν χαρακτηρισθεί ως μολυσμένες, βάσει του άρ¬ 
θρου 5 παράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο Ν) του παρό¬ 
ντος όπου είναι δυνατή η πλήρης αντικατάσταση του 
υποστρώματος βλάστησης, 

- δεν φυτεύονται κόνδυλοι, φυτά ή πραγματικοί σπό¬ 
ροι πατάτας ή άλλοι ξενιστές του οργανισμού, συμπε¬ 
ριλαμβανομένων των φυτών και σπόρων τομάτας, παρά 
μόνο εάν στη μονάδα παραγωγής εφαρμόζονται επισή- 
μως εποπτευόμενα μέτρα για την εξάλειψη του οργανι¬ 


σμού και την απομάκρυνση του υλικού όλων των ξενι¬ 
στών, συμπεριλαμβανομένων, τουλάχιστον, της πλήρους 
αντικατάστασης του υποστρώματος βλάστησης και του 
καθαρισμού και, κατά περίπτωση, της απολύμανσης της 
μονάδας παραγωγής και όλου του εξοπλισμού, και, στη 
συνέχεια έχει χορηγηθεί άδεια για παραγωγή πατάτας 
ή τομάτας από τις αρμόδιες αρχές, 

και 

- για παραγωγή πατάτας, η παραγωγή αυτή γίνε¬ 
ται από πιστοποιημένο πατατόσπορο ή από μικροκον- 
δύλους ή μικροφυτά που προέρχονται από ελεγμένες 
πηγές, 

- για παραγωγή τομάτας,η παραγωγή αυτή γίνεται 
από σπόρο που πληροί τις απαιτήσεις του Π.Δ. 365/2000 
(Α' 307) όπως έχει τροποποιηθεί και ισχύει ή, στην περί¬ 
πτωση καλλιεργειών που πολλαπλασιάζονται βλαστητι¬ 
κά, από φυτά τομάτας που παράγονται από τέτοιου εί¬ 
δους σπόρο και καλλιεργούνται υπό επίσημο έλεγχο, 

- εφαρμόζονται κατάλληλοι επίσημοι έλεγχοι των προ¬ 
γραμμάτων άρδευσης και ψεκασμού, συμπεριλαμβανο- 
μένης της απαγόρευσης αυτών, προκειμένου να απο¬ 
φευχθεί η διάδοση του οργανισμού- 

4.2. Εντός της οριοθετημένης ζώνης, με την επιφύλαξη 
των μέτρων που περιγράφονται στο σημείο 4.1, οι αρμό¬ 
διες επίσημες αρχές με ελέγχους που διενεργούν: 

α) αμέσως μετά την προσδιορισθείσα μόλυνση, εξα¬ 
σφαλίζεται ότι καθαρίζονται και απολυμαίνονται κατάλ¬ 
ληλα όλα τα μηχανήματα και οι αποθηκευτικοί χώροι 
σε τέτοιες εγκαταστάσεις που εμπλέκονται στην πα¬ 
ραγωγή πατάτας ή τομάτας, με τις κατάλληλες μεθό¬ 
δους όπως ορίζεται στο σημείο 3- 

β) αμέσως, και για τρεις τουλάχιστον καλλιεργητικές 
περιόδους μετά την προσδιορισθείσα μόλυνση: 

βα) στις περιπτώσεις κατά τις οποίες η οριοθετημένη 
ζώνη έχει προσδιοριστεί βάσει του άρθρου 5 παράγρα¬ 
φος 1 στοιχείο α) σημείο ίν) του παρόντος, 

- διασφαλίζουν την εποπτεία των χώρων όπου καλλι¬ 
εργούνται, αποθηκεύονται ή διακινούνται κόνδυλοι πα¬ 
τάτας ή τομάτες, καθώς και των χώρων στους οποίους 
λειτουργούν, βάσει σύμβασης, μηχανήματα για την πα¬ 
ραγωγή πατάτας ή τομάτας, 

- απαιτούν τη φύτευση αποκλειστικά πιστοποιημένου 
πατατόσπορου ή πατατόσπορου που έχει παραχθεί υπό 
επίσημο έλεγχο για όλες τις καλλιέργειες πατάτας της 
ζώνης αυτής, και δοκιμή, μετά τη συγκομιδή, του πατα¬ 
τόσπορου που παράγεται σε τόπους παραγωγής που 
έχουν χαρακτηριστεί ως πιθανώς μολυσμένοι, σύμφω¬ 
να με το άρθρο 5 παράγραφος 1 στοιχείο α) σημείο ίϋ) 
του παρόντος, 

- απαιτούν τη χωριστή διαχείριση των αποθεμάτων 
συγκομισθέντος πατατόσπορου και πατάτας εμπορίου 
για όλες τις εγκαταστάσεις της ζώνης ή ένα σύστημα 
καθαρισμού και, όπου ενδείκνυται, απολύμανσης που θα 
πρέπει να εφαρμοσθεί μεταξύ της διαχείρισης των απο¬ 
θεμάτων πατατόσπορου και πατάτας εμπορίου (\λ/3γθ), 

- απαιτούν τη φύτευση μόνον φυτών τομάτας που 
αναπτύσσονται από σπόρο που πληροί τις απαιτήσεις 
του Π.Δ. 365/2000 (Α' 307) όπως έχει τροποποιηθεί και 
ισχύει ή, στην περίπτωση καλλιεργειών που πολλαπλα- 
σιάζονται βλαστητικά, από φυτά τομάτας που παρά- 
γονται από τέτοιου είδους σπόρο και καλλιεργούνται 
υπό επίσημο έλεγχο, για όλες τις καλλιέργειες τομά¬ 
τας της ζώνης αυτής, 

- διενεργούν επίσημη επισκόπηση (ευΓνογ), όπως περι- 
γράφεται στο άρθρο 2 παράγραφος 1 του παρόντος, 

ββ) στις περιπτώσεις κατά τις οποίες το επιφανεια¬ 
κό νερό έχει χαρακτηρισθεί ως μολυσμένο βάσει του 
άρθρου 5 παράγραφος 1 στοιχείο γ) σημείο ϋ) του πα¬ 
ρόντος ή περιλαμβάνεται στα στοιχεία για πιθανή δι- 
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άδοση του οργανισμού, σύμφωνα με το παράρτημα V 
σημείο 2 του παρόντος διατάγματος, 

- διενεργείται ετήσια επισκόπηση (ευη/βγ) την κατάλ¬ 
ληλη στιγμή, συμπεριλαμβανομένης της δειγματοληψί¬ 
ας του επιφανειακού νερού και, ενδεχομένως, των κα¬ 
τάλληλων ξενιστών της οικογένειας των σολανωδών 
στις σχετικές πηγές επιφανειακού νερού, και δοκιμές 
σύμφωνα με τις σχετικές μεθόδους που περιγράφονται 
στο παράρτημα II για το αναφερόμενο φυτικό υλικό και 
άλλες περιπτώσεις, 

- εφαρμόζονται επίσημοι έλεγχοι στα προγράμμα¬ 
τα άρδευσης και ψεκασμού, συμπεριλαμβανομένης της 
απαγόρευσης χρήσης του νερού που έχει χαρακτηρι- 
σθεί ως μολυσμένο για την άρδευση και τον ψεκασμό 
του καταχωρισμένου φυτικού υλικού, και, κατά περί¬ 
πτωση, άλλων ξενιστών προκειμένου να αποφευχθεί 
η διάδοση του οργανισμού. Η απαγόρευση αυτή μπο¬ 
ρεί να επανεξετάζεται βάσει των αποτελεσμάτων της 
προαναφερόμενης ετήσιας επισκόπησης (ευα/ογ) και οι 
χαρακτηρισμοί ανακαλούνται στις περιπτώσεις που οι 
αρμόδιες επίσημες αρχές θεωρούν ότι το επιφανειακό 
νερό δεν είναι πλέον μολυσμένο. Είναι δυνατόν να επι- 
τραπεί η χρήση νερού που τελεί υπό απαγόρευση, υπό 
την προϋπόθεση επίσημου ελέγχου, για άρδευση και 
ψεκασμό των φυτών ξενιστών, στις περιπτώσεις που 
χρησιμοποιούνται επισήμως εγκεκριμένες τεχνικές για 
την εξάλειψη του οργανισμού και την πρόληψη της με¬ 
τάδοσής του, 

- στις περιπτώσεις κατά τις οποίες οι απορρίψεις 
υγρών αποβλήτων είναι μολυσμένες, εφαρμόζονται επί¬ 
σημοι έλεγχοι για τη διάθεση των στερεών αποβλήτων 
ή των απορρίψεων υγρών αποβλήτων από εγκαταστά¬ 
σεις βιομηχανικής μεταποίησης ή συσκευασίας του ανα- 
φερόμενου φυτικού υλικού- 

(γ) καταρτίζεται, όπου ενδείκνυται, πρόγραμμα αντι¬ 
κατάστασης όλων των αποθεμάτων πατατόσπορου σε 
εύθετο χρονικό διάστημα. 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ VII 

Οι επίσημα εγκεκριμένες μέθοδοι διάθεσης αποβλή¬ 
των που αναφέρονται στο παράρτημα VI παράγραφος 1 
του παρόντος διατάγματος είναι σύμφωνες με τις ακό¬ 
λουθες διατάξεις έτσι ώστε να αποτραπεί οιοσδήποτε 
εμφανής κίνδυνος διάδοσης του οργανισμού: 

ί) τα απόβλητα πατάτας και τομάτας (συμπεριλαμ¬ 
βανομένων των απορρίψεων πατατών και του φλοιού 
πατάτας) και οποιοδήποτε άλλο στερεό απόβλητο που 
προέρχεται από πατάτες και τομάτες (συμπεριλαμβα¬ 
νομένου του χώματος, των πετρών και άλλων υπολειμ¬ 
μάτων) πρέπει να απομακρύνονται, με : 

- διάθεση σε επισήμως εγκεκριμένο και ειδικό χώρο 
διάθεσης αποβλήτων όπου δεν υφίσταται εμφανής κίν¬ 
δυνος διαφυγής του οργανισμού στο περιβάλλον, π.χ. 
μέσω της διήθησης σε γεωργικά εδάφη ή της επαφής 
με πηγές υδάτων που θα μπορούσαν να χρησιμοποι¬ 
ηθούν για άρδευση γεωργικών εδαφών. Τα απόβλητα 
μεταφέρονται απευθείας στον εν λόγω χώρο υπό συν¬ 
θήκες περιορισμού, έτσι ώστε να μην υπάρχει κίνδυνος 
απώλειας των αποβλήτων, 

ή 

- καύση, 

ή 

- άλλα μέτρα, με την προϋπόθεση ότι έχει διαπιστω¬ 
θεί ότι δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος μετάδοσης του 


οργανισμού- τα μέτρα αυτά πρέπει να κοινοποιούνται 
από τη Διεύθυνση Προστασίας Φυτικής Παραγωγής του 
Υπουργείου Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων στην 
Επιτροπή και τα άλλα κράτη μέλη. 

ϋ) υγρά απόβλητα: πριν από τη διάθεσή τους, τα υγρά 
απόβλητα που περιλαμβάνουν αιωρούμενα στερεά στοι¬ 
χεία υποβάλλονται σε διαδικασίες διήθησης ή καθίζησης 
για την απομάκρυνση αυτών των στερεών στοιχείων. Η 
διάθεση των στερεών αυτών στοιχείων γίνεται με τους 
τρόπους που προβλέπονται στο σημείο ί). 

Τα υγρά απόβλητα πρέπει είτε: 

- να θερμαίνονται τουλάχιστον σε 60 ΊΟ καθ’ όλο 
τον όγκο επί τουλάχιστον 30 λεπτά πριν από τη διά¬ 
θεσή τους 

ή 

- να διατίθενται με άλλο τρόπο που έχει εγκριθεί επι- 
σήμως και υπό επίσημο έλεγχο, ώστε να μην υπάρχει 
εμφανής κίνδυνος επαφής των αποβλήτων με γεωργι¬ 
κά εδάφη ή πηγές νερού που θα μπορούσαν να χρη¬ 
σιμοποιηθούν για άρδευση γεωργικών εδαφών. Οι λε¬ 
πτομέρειες των μέτρων αυτών κοινοποιούνται από τη 
Διεύθυνση Προστασίας Φυτικής Παραγωγής του Υπουρ¬ 
γείου Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων στα άλλα 
κράτη μέλη και την Επιτροπή. 

Οι επιλογές που παρατίθενται στο παρόν παράρτη¬ 
μα ισχύουν επίσης για τα απόβλητα που έχουν σχέση 
με τη διαχείριση, διάθεση και επεξεργασία μολυσμέ- 
νων παρτίδων.» 

Αρθρο 3 

Μετά το άρθρο 10 του π.δ. 255/2000 (Α' 214) προστί¬ 
θενται νέο άρθρο 10α που έχει ως εξής : 

«Άρθρο 10α 
Εξουσιοδότηση 

Με Απόφαση του Υπουργού Αγροτικής Ανάπτυξης και 
Τροφίμων που δημοσιεύεται στην Εφημερίδα της Κυ- 
βερνήσεως, μετά από εισήγηση της Διεύθυνσης Προ¬ 
στασίας Φυτικής Παραγωγής του Υπουργείου Αγροτι¬ 
κής Ανάπτυξης και Τροφίμων, μπορούν να ρυθμίζονται 
ειδικά και τεχνικά θέματα καθώς και κάθε λεπτομέρεια 
για την εφαρμογή του παρόντος διατάγματος, συμπερι¬ 
λαμβανομένων και των παραρτημάτων αυτού.» 

Αρθρο 4 

(άρθρο 2 Οδηγίας 2006 / 63 /ΕΚ) 

Έναρξη ισχύος 

Το παρόν Προεδρικό Διάταγμα ισχύει από την 1 η Απρι¬ 
λίου 2007. 

Στον Υφυπουργό Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων 
αναθέτουμε τη δημοσίευση και εκτέλεση του παρόντος 
διατάγματος. 

Αθήνα, 11 Ιουνίου 2007 
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